﻿• 'lt ON Editori: B L al meu, L Cassnemoris V P Limgalla D Plopler UDC / BBC - K Celulele / ed B Lewin și alții; pe din engleza - K M : BINOM Laboratorul de cunoștințe, - p : culoare bolnav - (Cel mai bun manual străin) ISBN - - - - Cartea acoperă cele mai recente progrese în biologia celulară Descrie structura, organizarea, creșterea celulelor, reglarea proceselor intracelulare, mobilitatea celulară, interacțiunea dintre celule Celulele eucariote sunt luate în considerare în detaliu Fiecare capitol este scris de savanți de seamă în aceste domenii Benjamin Lewin și alți editori experți au format cu atenție structura cărții, au verificat terminologia Cartea pune accent pe discuția asupra bazei moleculare a bolilor umane Cartea este o sursă convenabilă de informații pentru studenții care încep să studieze biologia celulară, studenții absolvenți care studiază citologia în profunzime și cercetătorii care au nevoie de informații actualizate de înaltă calitate care extind cunoștințele în domeniul biologiei celulare UDC / BBC - Pentru întrebări legate de achiziție, vă rugăm să contactați: "BINOM Laboratorul de cunoștințe" Telefon: ( ) - e-mail: binom@Lbz ru, http://www Lbz ru ISBN - - - - Ediție originală în limba engleză publicată de Jones and Bartlett Publishers, Inc , Tall Pine Drive, Sudbury, MA (c) Toate drepturile rezervate (c) Traducere BINOM Laboratorul de cunoștințe, Prefață la ediția rusă Ghidul propus pentru structura și funcția celulelor este denumit în mod colectiv "Celele" Este destinat nu numai studenților de biologie sau medicină și studenților absolvenți, ci și oamenilor de știință care doresc să se familiarizeze mai bine cu problemele celulare Această ediție diferă de o serie de altele cu titluri similare, precum "Biologia moleculară a celulei" sau "Biologia celulară moleculară", unde sunt puse și analizate în primul rând bazele biologiei moleculare moderne (ceea ce este firesc și justificat) și numai atunci aceste fundații sunt asociate cu caracteristicile structurale și funcționale ale diferitelor celule Din punct de vedere al volumului de informații, această ediție în ansamblu diferă puțin de cele precedente, dar compoziția sa este oarecum diferită Tot materialul din el este împărțit în grupe funcționale: primul include membrane și mecanisme de transport, inclusiv transportul ionilor și monomerilor, precum și transportul proteinelor în procesul de sinteza și secreția lor și transferul lor în diferite compartimente membranare; a doua grupă include informații despre nucleul celular - structura sa generală și transportul prin învelișul nuclear, precum și informații despre organizarea moleculară a cromatinei și a cromozomilor (deși secțiunea privind principiile structurii cromozomilor mitotici este foarte prescurtată) Aceasta este urmată de o secțiune despre citoschelet, urmată de capitole despre mitoză, apoptoză și creșterea tumorii De remarcat aici este capitolul despre mitoză de K Reeder, care este o prezentare excelentă a fiziologiei mitozei Reglarea ciclului celular și principiile semnalizării celulare sunt considerate în detaliu Spre deosebire de alte publicații oferă date detaliate despre matricea extracelulară și adeziunea celulară și descriu separat biologia celulară moleculară a celulelor procariote și vegetale Cartea este ilustrată frumos cu fotografii și diagrame originale care oferă informații excelente despre materialul prezentat Trebuie subliniat că fiecare dintre capitolele prezentate, și sunt în total , a fost scris de un specialist de frunte în domeniul său, iar B Lewin, care conduce această publicație, ocupă un loc central printre acestea Încă o dată, aș dori să subliniez că ghidul propus pentru studiul celulelor este strâns legat de caracteristicile structurale ale celulelor, ceea ce îl apropie de citologia clasică, în același timp umplându-l semnificativ cu conținut biologic molecular modern La editarea traducerii acestei cărți, atenția principală a fost acordată corespondenței termenilor folosiți în literatura științifică în limba engleză cu termenii și conceptele interne Această lucrare a fost realizată de personalul și profesorii Departamentului de Biologie Celulară și Histologie, Facultatea de Biologie, Universitatea de Stat Lomonosov din Moscova: Ph D biol Științe V V Burakov (capitolele , , - ), Ph D biol Științe O P Kisurina (cap - , - ), Ph D biol naukT V Lipina (capitolele - , ) Aș dori să le exprim recunoștința mea cea mai profundă și sinceră față de ei pentru ajutorul acordat într-o lucrare atât de importantă Dr Biol Științe, profesor Yu S Chentsov cuvânt înainte Această carte este un nou manual de biologie celulară, destinat în principal studenților de licență și absolvenți care intră în domeniu Este, de asemenea, o sursă de informații pentru acei cercetători care ar dori să-și extindă cunoștințele dincolo de specializarea lor restrânsă Scriind această carte, am căutat să prezentăm faptele acumulate de-a lungul deceniilor într-un mod care să ofere studenților o bază solidă în biologia celulară, fără a supraîncărca conținutul cu prea multe detalii Limitându-se exclusiv la domeniul biologiei celulare, echipa de autori, editori de frunte și consultanți a inclus în manual toate cercetările moderne în acest domeniu Acest lucru a făcut posibilă prezentarea exhaustivă a tuturor ideilor disponibile și afișarea unei imagini complete a proceselor care au loc în celulă la nivel molecular, fără a supraîncărca cititorul cu detalii inutile Cartea discută idei despre structura, organizarea structurală, creșterea, reglarea vieții, mobilitatea și interacțiunea celulelor În acest caz, atenția principală este acordată celulelor eucariote Toate aceste întrebări sunt acoperite în capitole, unite în șapte părți În primul rând, este prezentată o idee generală a celulei, apoi sunt luate în considerare componentele sale principale și reglarea activității vitale și, în sfârșit, diferite celule Capitole separate sunt dedicate celulelor vegetale și procariotelor Aceste capitole subliniază diferențele dintre celulele animale și, în același timp, subliniază unele trăsături comune Fiecare capitol este scris de unul sau mai mulți autori care sunt experți în domeniile lor respective Toate materialele au fost revizuite, timp în care au fost aduse completări semnificative textului Echipa de redactori ai cărții a căutat să păstreze stilul și ideologia generală a prezentării unui anumit număr și doar textul și ilustrațiile au fost editate În timpul editării, s-a acordat atenție și uniformității terminologiei și nivelului de claritate al prezentării Așa cum a fost concepută de editori, cartea este oferită ca manual Capitolele sunt împărțite în secțiuni subtitluri care exprimă esența problemei puse Principalele prevederi de la începutul fiecărei secțiuni permit cititorului să înțeleagă esența și sensul punctelor de vedere descrise în cele ce urmează Pentru a trezi interesul studenților pentru cercetări ulterioare, capitolele au secțiuni numite "Ce urmează?" Aceste secțiuni subliniază unele dintre problemele interesante pe care oamenii de știință lucrează să le rezolve Pentru cei interesați de detaliile experimentelor care au condus la concluziile conceptuale, la sfârșitul capitolului este oferită o listă cu articole de revizuire majore și lucrări experimentale Artiștii au lucrat în colaborare cu autori și editori Au pregătit cele mai vizuale ilustrații cu titluri semnificative și au oferit numeroase explicații textuale direct pe figuri Aceste explicații ajută cititorul să înțeleagă mai bine esența proceselor descrise Un număr mare de micrografii și imagini ale structurilor moleculare îi ajută pe elevi să se familiarizeze cu principalele componente ale celulei și să înțeleagă mai bine relația dintre structura și funcția lor În ilustrațiile schematice, acolo unde a fost posibil, s-au luat în considerare dimensiunile relative ale moleculelor De-a lungul cărții, ilustrațiile arată în mod constant culorile și formele moleculelor pe baza structurii lor atomice Cartea poate fi folosită împreună cu o pagină web de pe Internet - http://bioscience jbpub com/ cells, care oferă acces la informații suplimentare indicate în text printr-un simbol special, de exemplu acei elevi pot obține informații cu privire la detaliile experimentelor, sau acces la alte surse literare, precum cartea "Genele" de B Lewin Acolo puteți găsi și materiale interactive, animații, videoclipuri și alte instrumente multimedia care contribuie la o mai bună înțelegere a naturii dinamice a celulei vii În carte, aceste materiale sunt indicate printr-o pictogramă situată în stânga legendei Ilustrațiile interactive sunt un mini- rofotografie cu opțiune de pornire și dezactivare, precum și imagini ale structurilor atomice care se pot roti în diferite direcții, ceea ce facilitează asimilarea de către cititor a prevederilor de bază ale structurii celulelor și moleculelor În plus, site-ul web conține material biochimic relevant, care este destinat cititorilor cu cunoștințe limitate în biochimie sau celor care doresc să-și actualizeze cunoștințele Acolo puteți găsi, de asemenea, slide-uri cu toate ilustrațiile cărții din programul Power Point, toate animațiile și videoclipurile, precum și o selecție largă de teste de control și rezumate ale prelegerilor pe subiecte relevante Ne exprimăm recunoștința tuturor cercetătorilor pentru că au furnizat microfotografii și alte ilustrații, precum și diverșilor editori pentru permisiunea de a le folosi Această carte a apărut datorită ajutorului lor Ne exprimăm recunoștința în legendele cifrelor corespunzătoare Când afișăm structuri atomice derivate din datele stocate în RSCB Protein Data Bank, listăm publicațiile originale pe o pagină separată Acceptăm cu recunoștință toate corecțiile și comentariile care pot fi trimise la info@jbpub com Prefață Recunoștință Mulțumim multor cercetători pentru comentariile lor constructive în timpul scrierii acestei cărți: Kent Matlack, care, prin editarea sa atentă și pricepută, ținând cont de specificul structurii generale a cărții, și-a câștigat reputația de membru indispensabil al echipa; Leslie Roldan și Linda Koh Ferrino, care au fost de mare ajutor în editarea textului; Ruth Rose, o ilustratoare talentată care a contribuit la designul artistic al cărții; și următorii consilieri științifici, care au citit capitolele individuale ale cărții și au făcut multe comentarii valoroase: Ştefan Adam Tobias Baskin Harris Bernstein Fred Chang Louis DeFelis Paola Despres Arshad Desai Paul De Veer Biff Forbash Joseph Goll Emily Gillette Rebecca Heald Alistair Hederington Harald Herman Philip Hinds Tse-Yuan Su Martin Humphrey James Cadonaga Randall King Roberto Calder Susan LaFlame Rudolf Lebe Vivek Malhotra Universitatea Northwestern Școala de Medicină Feinberg, Chicago, IL Universitatea din Massachusetts, Institutele Naționale de Sănătate Amherst, Bethesda, MD Universitatea Columbia, New York, NY Universitatea Vanderbilt, Nashville, TN Institutul de Microbiologie-ETH, Zurich, Elveția Universitatea din California, San Diego Universitatea din Pennsylvania, Philadelphia Universitatea Yale, New Haven, CT Carnegie Institution, Baltimore, MD Harvard Medical School, Boston, MA Universitatea din California, Berkeley Bristol University, Marea Britanie German Cancer Research Center, Heidelberg, Germania Tufts-New England Medical Center, Boston, MA Universitatea din California, San Diego Universitatea din Manchester, Regatul Unit Universitatea din California, San Diego Harvard Medical School, Boston, MA Harvard Medical School, Boston, MA Albany Medical Center, NY Johannes Gutenberg University, Mainz, Germania Universitatea din California, San Diego Frank McCormick Akira Nagafutsi Roel Nuss Andrew Osborne Erin O'Shea Markus Peter Susanne Pfeffer Tom Rapoport Ulrich Rodek Michael Roth Lucy Shapiro Thomas Shea David Siderovsky Mark Solomon Chris Steiger Margaret A Titus Livingston Van De Water Migu el Vicente Manzanares Patrick Violle Clara Walchak Zaning Yuan Sally Zigmond Universitatea din California, San Francisco Universitatea Kumamoto, Japonia Universitatea Stanford, Palo Alto, CA Harvard Medical School, Boston, MA Universitatea Harvard, Cambridge, MA Universitatea din Chicago, Chicago, IL Universitatea Stanford, Stanford, CA Harvard Medical School, Boston, MA Universitatea Thomas Jefferson, Philadelphia, PA Universitatea din Texas Southwestern Medical Center, Dallas Universitatea Stanford, Stanford, CA Universitatea din Massachusetts, Universitatea Lowell din Carolina de Nord, Chapel Hill Universitatea Yale, New Haven, Universitatea CT Purdue, West Lafayette, IN Universitatea din Minnesota, Minneapolis Albany Medical Center, NY Universitatea din Virginia, Charlottesville Universitatea Case Western Reserve, Cleveland, OH Universitatea Indiana, Bloomington Harvard Medical School, Boston, MA Universitatea din Pennsylvania, Philadelphia Echipa de autori Editori șefi/Autori Benjamin Lewin a fondat revista Cell în și a fost redactor-șef până în El este, de asemenea, fondatorul revistelor Neuron, Immunity, and Molecular Cell În , a fondat Virtual Text, care a fost achiziționat de Jones and Barlett Publishing în Este autorul monografiilor Genes and Ireplaceable Genes Lynn Cassimeri este profesor la Departamentul de Științe Biologice de la Universitatea Lehigh din Bethlehem, Pennsylvania Ea explorează dinamica ansamblării microtubulilor și a mitozei Vishwanath R Lingappa Senior Research Fellow, SRMS Bioinformatics Laboratory, Institutul de Cercetare; Om de știință principal la Prosetta Corporation și profesor emerit de fiziologie la Universitatea din California, San Francisco Interese de cercetare: Biogeneza proteinelor Medic în practică la Spitalul San Francisco, coautor al manualelor de fiziologie și fiziopatologie George Plopper este profesor asociat la Institutul Politehnic Rensseller Investigează problemele transmisiei semnalului și comportamentul celulelor atunci când se leagă de matricea extracelulară Autorii Michael Caperon este profesor asociat în Divizia de Microbiologie Moleculară a Școlii de Medicină a Universității din Washington Cercetările din laboratorul său vizează studierea interacțiunilor complexe dintre bacteriile patogene gram-pozitive și corpul uman în timpul infecției Matt Chapman este profesor asistent la Universitatea din Michigan Laboratorul său studiază funcțiile și biogeneza fibrelor amiloide bacteriene Melanie G Cobb este profesor în Programele de Reglementare Celulară și Biochimie și Departamentul de Farmacologie, Departamentul Medical, Centrul Medical de Sud-Vest din Dallas, Texas Grupul ei investighează reglarea și funcția protein kinazelor, în special MAPK și WNK Charles Cole este profesor de biochimie și genetică la Dartmouth Medical School Interese de cercetare: transport nuclear, reglarea transformării și imortalizării celulelor, metabolismul ARN miARN și cancerul de sân Enrique M De La Cruz este profesor asociat de biofizică moleculară și biochimie la Universitatea Yale Laboratorul său folosește metode biofizice și biochimice pentru a studia blănurile nisme de mobilitate a actomiozinei Proprietățile motorii ale helicazelor ARN sunt, de asemenea, studiate Geoff Errington este directorul Institutului de Biologie Moleculară și Celulară de la Universitatea din Newcastle din Regatul Unit Efectuează cercetări privind ciclul celular și morfogeneza bacteriilor Susan Forsburg este profesor de biologie moleculară și matematică la Universitatea din California de Sud Laboratorul ei efectuează cercetări privind replicarea ADN-ului și starea dinamică a genomului pe drojdia de fisiune Schizosaccharomyces pombe Kathleen Gould este profesor de biologie celulară și de dezvoltare la Școala de Medicină a Universității Vanderbilt și membru al Institutului Medical Vanderbilt G Hughes În laboratorul ei sunt investigate mecanismele de reglare a citokinezei Douglas R Green Șef de Imunologie, Spitalul de Copii St Jude în Memphis Laboratorul studiază procesele de apoptoză și alte forme de moarte celulară Scott Hultgren este profesor de microbiologie moleculară la Facultatea de Medicină a Universității din Washington Domeniul principal de interes științific este studiul principalelor mecanisme ale patogenezei infecțiilor bacteriene Tot în laborator, fibrile asemănătoare amiloidului, așa-numitele "bucle" care sunt produse de Escbericbia coli Birgitt Lane este director al Centrului de Medicină Moleculară din Singapore și profesor de anatomie și biologie celulară la Universitatea din Dundee, Scoția Ea explorează filamentele intermediare, în special keratinele, și rolul pe care acestea îl joacă în patogeneza bolilor umane Stephen E Lenart este cercetător și profesor asistent la Centrul de Cardiologie Moleculară, Departamentul de Fiziologie și Biofizică Celulară, Universitatea Columbia Domeniul de interes științific principal: mecanisme de transport membranar care controlează nivelul de calciu intracelular în mușchii cardiaci și scheletici și contribuția acestora la patogeneza bolilor Clive Lloyd este lider de proiect de cercetare la Centrul J Innes din Norwich, Regatul Unit Explorează rolul citoscheletului în creșterea și dezvoltarea plantelor Andrew R Marks este profesor de medicină și președinte al Departamentului de Fiziologie și Biofizică Celulară de la Universitatea Columbia El studiază modul în care complexele de semnalizare macromoleculară reglează funcția canalelor ionice în mușchi și alte țesuturi Este membru al Institutului de Medicină al Academiei Naționale de Științe a Academiei Americane de Arte și Științe și al Academiei Naționale de Științe Ira Mellman este profesor și președinte al Departamentului de Biologie Celulară de la Școala de Medicină a Universității Yale și redactor-șef al The Journal of Cell Biology În laboratorul său, aspecte fundamentale ale transportului membranar prin endocitoză au fost studiate de mulți ani și în special rolul acestuia în formarea antigenelor de către celulele dendritice E Michael Ostap este profesor asociat la Universitatea din Pennsylvania Scoala de Medicina si Fellow la Institutul de Cercetare a Muschilor de Stat din Pennsylvania În laboratorul său, motilitatea celulară este studiată folosind metode biologice, biochimice și biofizice Miozine neobișnuite sunt în prezent investigate în laborator Conley Reeder este cercetător principal și șef al Laboratorului de Reglementare Celulară de la Centrul Wadsworth Acest centru funcționează în cadrul Departamentului de Sănătate al statului New York Conley este, de asemenea, profesor la Departamentul de Medicină Biologică de la Universitatea de Stat din New York din Albany El a studiat problemele diviziunii celulare de peste de ani Elliot M Ross este profesor de farmacologie la Southwestern Medical Center din Dallas, Texas Participa la programul de cercetare privind biofizica moleculara si reglarea celulara Grupul său investighează procesarea informațiilor în rețeaua de semnalizare care implică proteinele G Tom Rutkowski este stagiar la Institutul Medical H Hughes de la Centrul Medical al Universității din Michigan El studiază răspunsul adaptiv al celulelor în încălcarea formării structurilor proteice native, care are loc în timpul dezvoltării corpului și în diferite patologii Pamela Silver este profesor de biologie a sistemelor la Harvard Medical School Domeniile ei de cercetare sunt transportul nuclear, structura genomului, dinamica ARN și biologia sintetică Srinivas Venkatram este profesor asistent de biologie la Universitatea din Pacific și fost membru H Hughes Medical la Laboratorul Cathy Gould Domeniul de interes științific actual: studiul asamblarii și dezasamblarii centrelor de organizare a microtubulilor și a microtubulilor înșiși, în funcție de stadiul ciclului celular Graham Warren este profesor de biologie celulară la Yale University School of Medicine În laboratorul său sunt studiate structura, funcțiile și biogeneza aparatului Golgi Robert A Weinberg este profesor în Divizia de Cercetare a Cancerului la Institutul de Tehnologie din Massachusetts și membru al Institutului Whitehead pentru Cercetare Biomedicală Interesul său științific constă în studiul mecanismelor moleculare care controlează proliferarea celulară și creșterea tumorii ECHIPA AUTORULUI Abrevieri acceptate O adenină sau adenozină ADP adenozin difosfat AMP Adenozin miofosfat AMP ciclic ATP Adenozin trifosat ATPază Adenozin trifosfatază DE Perechi de baze c Citidină sau citozină cADN ADN complementar CDP Citidin difosfat CMP Citidin monosofat CTP Citidin trifosfat ADN Acid dezoxiribonucleic ADNază Dezoxiribonuclează G Guanina sau guanozina PIB Guanozin difosfat GlcNAc N-acet l- -glucozamină HMF Guanozin Monofosfat GTP Guanozin trifosfat AG Schimbarea energiei libere kb kilobaze sau perechi de kilobaze MB megabază sau pereche megabază ARNm Mesager ARN MW Greutate moleculară Fosfat anorganic Ррі Pirofosfat anorganic ARN acid ribonucleic RNază Ribonuclează ARNr ARN ribozomal ARNt Transfer ARN T timină sau timidină Uracil UDP Uridin difosfat UMF uridin monofosfat UTP uridin trifosfat Multiplicitatea denumirii Mega (M) IO Kilo (k) IO Deci (d) IO- Santi (c) IO- Mili (m) Micro (mk) IO- Nano (n) - Pico (p) IO- Unități Angstrom D sau Da Dalton g Gram h Ora M Concentrația molară m metru minut minut N Newton S unități Swedberg s Al doilea V Volt Aminoacizi O Ala Alanine Cu Cys Cysteine D Asp Acid aspartic E Glu Acid glutamic F Phe Fenilalanina G Gly Glicină H Histidina lui I Ile Isoleucine Lui Lys Disin L Leu Leucine M Am întâlnit metionină N Asn Asparagina P Pro Proline Q Gin Glutamina R Arg Arginina S Ser Serine T Thr Treonina V Val Valine W Trp Triptofan Y Tyr Tirozina Cuprins grafic Benjamin Lewin I BaBirgitt Lane Enjamin Lewin >Orge Plopper Lynn Cassimeri Douglas R Green Robert A Weinbury Enrique M De La Cruz și E Michael Ostap Srivinas Venkatram Kathleen L Gould și Susan L Forsburg Elani X Cobb Elliot M Ross Arles N Cole Pamela A Silver ;Jeff Errington Matthew Chapman Cott - Hol i (rs and and Ch ykl Kapar Cuprins scurt Partea Introducere Ce este o celulă? Benjamin Lewin Membrană și mecanisme de transport Transportul ionilor și al moleculelor mici prin membrane Steven E Lennart și Andrew R Marks Adresarea pe membrană a proteinelor D Thomas Rutkowski și Vishwanath R Lingappa Mișcarea proteinelor între membrane Graham Warren și Ira Mellman Partea Core Structura nucleului și procesele de transport Charles N Cole și Pamela A Silver Cromatina și cromozomii Benjamin Lewin Partea Citoscheletul Microtubuli Lynn Cassimeri E Actin Enrique M De La Cruz și E Michael Ostap Filamente intermediare E Birgitt Lane Partea Diviziunea celulară, apoptoza și cancerul Mitoza Conley Reader Reglarea ciclului celular Srinivas Venkatram, Kathleen L Gould și Susan L Forsburg Apoptoza Douglas R Green Cancer - Fundamente și o privire de ansamblu Robert A Weinberg Partea Interacțiuni intercelulare Principiile de funcționare a sistemelor de transducție a semnalului intracelular Melanie X Cobb și Elliot M Ross Matricea extracelulară și aderența celulară J Plopper Partea Celulele procariote iar plantele Biologia celulei procariote Jeff Errington, Matthew Chapman, Scott J Hultgren și Michael Caperon Biologie celulară vegetală Clive Lloyd Ce este o celulă? Benjamin Lewin Editor/Editor CeLL Press și Virtual Text Autorul monografiei "Genele" O fotografie a unui ovocit uman (ov) obținută folosind un microscop electronic cu scanare Toate tipurile de celule sunt derivate din fuziunea unui ovul și a unui spermatozoid Fotografie (r) Dennis Kunkel/ Phototake REZUMATUL CAPITOLULUI L ■ ■ ■ ■ iW"l Introducere Viața a început cu o structură biologică care se auto-replica Celula procariotă este un singur compartiment Procariotele sunt adaptate la creștere într-o varietate de condiții Celula eucariotă conține multe compartimente delimitate de membrane Membranele permit menținerea unei anumite compoziții a mediului în compartimentele citoplasmatice Nucleul conține material genetic și este înconjurat de o membrană Membrana plasmatică permite celulei să mențină homeostazia Celulele din interiorul celulelor: Organelele învelite ar fi putut rezulta din endosimbioză ADN-ul este materialul ereditar al celulei, dar există și alte forme de transmitere a informațiilor ereditare Celulele au nevoie de mecanisme pentru a repara deteriorarea ADN-ului Mitocondriile sunt fabricile de energie ale celulei Cloroplastele servesc ca surse de energie în celulele vegetale Organelele necesită un mecanism responsabil pentru localizarea specifică a proteinelor Proteinele sunt transportate către și prin membrane Proteinele sunt transportate prin RE și aparatul Golgi Capacitatea de a plia și desfășura structurile proteinelor este o trăsătură caracteristică tuturor celulelor Forma unei celule eucariote este determinată de citoscheletul acesteia Un factor important este localizarea structurilor celulare KEYA Sistemele de transmitere a acestora sunt responsabile pentru dezvoltarea unui anumit răspuns al celulei la semnalele externe Toate organismele sunt formate din celule care pot crește și se pot diviza În procesul de diferențiere se formează diferite celule specializate, inclusiv diferențiate terminale Bibliografie Introducere Puncte cheie • O celulă se formează numai dintr-o celulă preexistentă • Fiecare celulă poartă informații genetice, a cărei implementare îi permite să producă toate componentele necesare • Membrana plasmatică este formată dintr-un strat dublu lipidic care separă celula de mediu Întreaga varietate de organisme vii se bazează pe o unitate structurală de bază: celula Poziția de bază a biologiei, stabilită încă de la dezvoltarea teoriei celulare în secolul al XIX-lea, este aceea că fiecare celulă se formează ca urmare a diviziunii uneia preexistente Cele mai simple sunt organismele unicelulare: celula lor însăși este o unitate biologică independentă capabilă să reproducă multe copii ale ei înșiși Pentru a supraviețui, organismele unicelulare se pot adapta la o mare varietate de medii, de la temperaturi extrem de reci la temperaturi extrem de calde, pot exista în condiții aerobe sau anaerobe, sau chiar într-o atmosferă de metan Unii dintre ei trăiesc în alte organisme Celulele pot forma, de asemenea, organisme multicelulare În acest caz, diferite celule sunt specializate pentru a îndeplini diferite funcții Într-un organism multicelular, celulele interacționează între ele, asigurând astfel funcționarea sa în ansamblu Organismele multicelulare au capacitatea de a se reproduce, dar celulele lor individuale pot prezenta sau nu această capacitate Celulele corpului, pentru care reproducerea este de obicei necaracteristică, pot dobândi capacitatea de a se diviza la infinit, ceea ce poate provoca dezvoltarea cancerului Mărimea și forma celulelor variază foarte mult, așa cum este ilustrat în Fig j Cele mai mici celule sunt reprezentate de organisme unicelulare, care au o formă sferică cu un diametru care nu depășește , microni Una dintre cele mai mari celule este neuronul (celula nervoasă) al calmarului gigant, al cărui diametru este de de ori mai mare și este de mm Din corpul neuronului se extind procese (axonii) cu un diametru de de microni (de de ori mai mare decât dimensiunea celei mai mici celule), care poate avea o lungime de până la cm! Celulele oamenilor și ale altor mamifere ocupă o poziție mijlocie ca mărime și, de obicei, diametrul lor este de - de microni Celulele nu pot varia foarte mult în formă Astfel, celulele sferice există de obicei într-un mediu lichid Uneori pot avea o formă mai definită, cum ar fi un neuron, cu procese lungi caracteristice, sau celule epiteliale, care au o suprafață apicală și bazolaterală pronunțată, îndeplinind diverse funcții Celula poate exista liber într-un mediu lichid sau poate fi atașată la o suprafață sau la alta P/ i Celulele variază foarte mult ca mărime și formă Unele celule au o formă sferică, altele au excrescențe extinse Restul sunt intr-o pozitie intermediara Fotografiile arată micoplasmă (Tim Pitzker, Universitatea Ulm), drojdie (Fred Winston, Harvard Medical School), fibroblast (Junzo Desaki, Ehime University School of Medicine), neuron (Gerald J Obermayr Bernhardt E Flucher, Innsbruck Medical University), celula vegetală (Ming X Chen, Universitatea din Alberta) celule Celulele pot interacționa între ele sau pot ataca alte celule Cu toate acestea, în ciuda unor astfel de forme diferite de celule, mai multe principii generale stau la baza structurii lor • Interiorul celulei este separat de exterior printr-o membrană numită membrană plasmatică • Membrana plasmatică conține sisteme care controlează intrarea și ieșirea diverșilor metaboliți din ea • Metaboliții necesari celulei sunt formați din componentele alimentare cu participarea sistemelor energetice interne • Materialul genetic conţine toate informaţiile necesare formării tuturor componentelor unei celule • Informaţia genetică este realizată în timpul expresiei genelor • Proteinele individuale sunt codificate de genele lor respective și pot fi asamblate în structuri mai mari după sinteză CAPITOLUL Ce este o celulă? Celula este delimitată de o membrană formată dintr-un strat dublu de lipide j arată proprietățile stratului dublu lipidic Este o structură macromoleculară formată din lipide Principala proprietate a lipidelor este că moleculele lor sunt amfipatice, adică există un "cap" hidrofil la un capăt al moleculei și o "coadă" hidrofobă la celălalt Fiecare dintre straturile bistratului lipidic, pe de o parte, conține multe capete hidrofile, iar pe de altă parte, cozi hidrofobe Într-un mediu apos, cozile hidrofobe se agregează și astfel suprafețele hidrofobe ale fiecărui strat se pot uni pentru a forma un centru neionic, ca o picătură de ulei pe suprafața apei Pe fiecare parte a stratului dublu lipidic, capetele hidrofile se confruntă cu mediul care conține ionii Bistratul lipidic are o proprietate importantă de fluiditate Acest lucru îi permite să fuzioneze cu alte membrane, să formeze altele noi la separare și să servească drept solvent pentru proteinele care sunt prezente și migrează în stratul dublu Stratul dublu lipidic este permeabil la moleculele de apă într-o anumită măsură, dar impermeabil la ioni, moleculele mici încărcate și toate moleculele mari Ca urmare a unui mediu ionic diferit, se creează presiune osmotică pe ambele părți ale membranei, sub influența căreia moleculele de apă trec prin membrană și scad concentrația de ioni pe una sau cealaltă parte a membranei, în funcție de acestea concentraţie Membrana plasmatică separă conținutul celulei de exterior Pentru organismele unicelulare, conceptul de "mediu extern" înseamnă mediul; pentru organismele multicelulare, acesta este atât mediul, cât și mediul intern creat de alte celule ale corpului (de exemplu, celulele care formează pereții vaselor de sânge) Membrana plasmatica nu are functie de sustinere; de fapt, este destul de fragil și ușor de deteriorat Prin urmare, pentru a menține integritatea celulei, de obicei membrana plasmatică trebuie întărită cu structuri care joacă un rol de susținere și au o elasticitate mai mare Majoritatea proceselor din celulă sunt catalizate de enzime, ale căror constante de legare cu substraturi și alte proprietăți determină nivelul acceptabil de modificări ale conținutului diferiților metaboliți din mediul intra și extracelular compatibil cu activitatea vitală Cu toate acestea, organismele s-au adaptat la diferite condiții de existență, iar cele care există în medii extreme au enzime capabile să funcționeze în astfel de condiții încât pentru organisme mai "normale" * ar fi letale Pentru a asigura funcționarea corectă a tuturor sistemelor, celula trebuie să regleze proprietățile mediului său intern Este necesar un control special pentru compoziția ionică și valoarea pH-ului Impermeabilitatea membranei fosfolipide cap hidrofil coadă hidrofobă - n L: Stratul dublu lipidic al membranei este format în principal din fosfolipide amfipatice creează necesitatea funcționării în ea a unor sisteme speciale care să asigure trecerea ionilor Celula trebuie să absoarbă metaboliții din mediu În primul rând, acestea sunt surse de energie (care sunt substraturi ale proceselor metabolice) și molecule mici care servesc ca precursori ai componentelor care formează ulterior molecule și structuri mai mari Acizii grași sunt folosiți pentru a sintetiza lipide, aminoacizii sunt folosiți pentru a sintetiza proteine, iar ARN-ul și ADN-ul se formează din nucleotide Deoarece toate celulele trebuie să absoarbă metaboliții din mediu, ele trebuie să fie capabile să-i excrete Celulele eliberează diverși ioni, molecule mici și chiar proteine în mediu Procesele de export, și în mare măsură de import, sunt strict specifice: trebuie să elimine metaboliții necesari din (sau să treacă în) celulă cu selectivitate ridicată Pentru a supraviețui și a se reproduce, celula trebuie să obțină surse de energie din mediu și să folosească această energie pentru a sintetiza componentele necesare Substanțele captate de celulă din mediul extern pot servi drept sursă de energie Este de obicei un amestec de compuși simpli și complecși de carbon Celula poate folosi lumina ca sursă de energie Modalitățile de consum de energie pentru diferite tipuri de celule sunt diferite Deoarece formarea de noi celule implică divizarea celor existente, celula trebuie să aibă informații despre reproducerea tuturor componentelor sale Aceste informații sunt conținute într-un tip universal de material genetic - ADN, care codifică toate proteinele conținute în celulă La rândul lor, proteinele se pot asambla în structuri mari sau pot participa la procesele metabolice ca catalizatori Aparatul de citire a codului genetic în toate celulele include aceleași componente Deoarece celula se confruntă în mod constant cu diferite influențe ale mediului, pentru a se asigura Introducere membrană plasmatică Separă celula de mediu Genomul C Codifică structura tuturor structurilor celulare u Transferul de informații Exprimarea informațiilor conținute în codul genetic Utilizarea energiei Utilizarea energiei pentru a construi componente celulare complexe Celula conține un genom care codifică structura tuturor structurilor, un aparat pentru exprimarea informațiilor genetice, un sistem de utilizare a energiei și o membrană plasmatică care controlează interacțiunea celulei cu mediul Pentru a exista, sunt necesare sisteme care să repare daunele care apar în materialul genetic Celulele își mențin existența prin procesul de diviziune Un mecanism special este conceput pentru a oferi capacitatea de a se diviza, care produce două celule fiice, fiecare dintre ele identice cu cel părinte în ceea ce privește conținutul materialului genetic și, de asemenea, conține aproximativ jumătate din celelalte structuri (cu câteva excepții discutate în Diferențierea produce diferite celule specializate, inclusiv diferențiate terminale) Sunt prezentate condițiile minime necesare pentru formarea unei celule Pe scurt, membrana separă conținutul interior al celulei de mediu și multe dintre principalele moduri în care celulele interacționează cu mediul sunt determinate de proprietățile acestuia Pentru a forma o celulă, este nevoie de o sursă de energie, care este utilizată pentru a crea componente mai complexe din metaboliți mici Materialul genetic conține informațiile necesare pentru a reproduce toate trăsăturile caracteristice ale unei anumite celule, iar toate celulele au sisteme care permit utilizarea acestor informații Viața a început cu o structură biologică auto-reproducătoare Poziția de bază • Prima celulă vie a fost o structură biologică cu auto-reproducere înconjurată de o membrană Credem că viața a apărut atunci când o anumită structură de auto-reproducere a început să se izoleze de mediu Acest lucru a fost necesar atât pentru a proteja împotriva posibilelor daune imprevizibile, cât și pentru a preveni absorbția ei de "bulionul nutritiv" primar cu compoziție incertă Studii recente sugerează că prima structură cu auto-replicare ar putea fi construită din ribonucleotide Astfel, se poate crede că primul obiect biologic viu a fost un fel de ARN primitiv înconjurat de o membrană protectoare Să numim acest obiect o picătură coacervată protoplasmatică ARN-ul trebuia să se poată autoreplica, formând o copie a lui însuși din precursorii nucleotidelor Nu știm dacă ar fi putut avea vreo altă activitate catalitică, dar cel mai probabil este capabil să sintetizeze precursorii necesari replicării Unele interacțiuni între structura de auto-reproducere și membrana înconjurătoare au avut loc deja în stadiile incipiente ale existenței picăturii coacervate Astfel, capacitatea ARN-ului de a stimula creșterea membranei a facilitat formarea celulei Studii recente au elucidat un posibil mecanism pentru această stimulare Când ARN-ul este înconjurat de un strat lipidic, ca urmare a existenței unor regiuni încărcate în molecula sa, se creează presiunea osmotică Acest lucru duce la apariția unor tensiuni în membrană, care sunt îndepărtate odată cu creșterea suprafeței acesteia datorită formării de noi secțiuni din lipide O astfel de interacțiune fizică între acidul nucleic și membrană poate să fi fost realizată în stadiul inițial al asocierii picăturilor de coacervat Impermeabilitatea membranelor la soluțiile apoase este proprietatea lor biologică fundamentală Prima structură cu auto-replicare avea un ARN autoreglabil înconjurat de o membrană CAPITOLUL Ce este o celulă? Moleculă ARN Proteine reglatoare Celula primară conținea un genom cu auto-replicare și o membrană plasmatică care controla importul și exportul metaboliților a ta În același timp, un schimb între conținut și mediu trebuie să fi avut loc în picătura coacervată, deoarece altfel și-ar epuiza rapid resursele interne Este probabil ca o parte din substanțele din mediul extern să fi pătruns în picătură prin găuri aleatorii formate în membrană, care, totuși, i-au redus rezistența O astfel de "membrană" primară a asigurat segregarea structurii care se reproduce de mediu (pH; +) Aceasta a fost probabil singura modalitate de a separa interiorul picăturii coacervate de "bulionul nutritiv" original Trecerea de la un astfel de schimb necontrolat între mediul intern și extern la capacitatea de a menține o anumită compoziție a conținutului a fost cel mai important pas în transformarea picăturii coacervate protoplasmatice într-un fel de celulă primară ( ) Această etapă a culminat cu dezvoltarea în membrană primul dintre sistemele importante care asigura pătrunderea componentelor mediului extern în celulă și îndepărtarea deșeurilor din aceasta Ce altceva este nevoie pentru a numi o astfel de structură biologică celulă? O structură cu auto-reproducere trebuie să aibă nu numai funcția de reproducere, ci și capacitatea de a determina direct sau indirect proprietățile mediului extern, inclusiv membrana înconjurătoare Trebuie să existe și sisteme metabolice necesare pentru a transforma nutrienții din mediul extern în molecule de care celula are nevoie pentru a construi structuri interne De asemenea, este necesar un sistem pentru realizarea energiei și crearea rezervelor acesteia într-o formă care să permită celulei să le folosească pentru implementarea proceselor consumatoare de energie În celula modernă, materialul ereditar nu numai că se auto-reproduce, ci conține și funcția de codificare Există un sistem special de replicare și expresie a ADN-ului Proteinele sunt superioare ARN-ului în activitate catalitică mai mare și într-o varietate de forme Suntem destui acum putem înțelege cu ușurință cum a avut loc evoluția materialului genetic de la ARN auto-replicator la ADN, care se poate replica și se poate transcrie în ARN Cu toate acestea, nu este deloc ușor de imaginat cum codul genetic a început să reflecte secvența de aminoacizi din proteine În același timp, întrucât codul genetic este universal, știm că un astfel de sistem de transmitere a informațiilor genetice trebuie să fi apărut în cele mai timpurii stadii de evoluție Astfel, materialul genetic al celulei este ADN-ul, iar ARN-ul este implicat în expresia genelor, îndeplinind trei roluri diferite: funcționând ca purtător de informații și mijloc de transport și, de asemenea, servind ca componentă principală a structurii ribozomului în care sunt proteinele sintetizat Celula procariotă este un singur compartiment Puncte cheie Într-o celulă procariotă, membrana plasmatică înconjoară un compartiment Întregul compartiment are același mediu acvatic Într-o celulă, materialul genetic ocupă o zonă compactă Bacteriile și arheile sunt procariote, dar diferă prin caracteristicile lor structurale În conformitate cu compartimentarea internă, toate celulele sunt împărțite în două tipuri principale În acest caz, termenul "compartiment" este folosit pentru a se referi la volumul intracelular delimitat de membrană: • Celule procariote care au un compartiment care conține material genetic, aparat de exprimare a genelor și produse ale acestei expresii Compartimentul este delimitat de o membrană și nu există alte compartimente în interiorul acesteia Celula procariotă este un singur compartiment • Celule eucariote care conțin cel puțin două compartimente; celula este limitată de membrana plasmatică care o înconjoară; totuși, în interiorul celulei se află un al doilea compartiment care conține materialul genetic Procariotele sunt împărțite în două regate Anterior, se credea că toate procariotele erau reprezentate de bacterii, dar acum le clasificăm pe unele ca arhee Atât bacteriile, cât și arheile există doar sub forma unor organisme unicelulare (deși unele bacterii din populație arată capacitatea de a se agrega) Zona delimitată de membrana plasmatică se numește citoplasmă La procariote, membrana este înconjurată de un perete celular, a cărui structură rigidă protejează celula de influențele fizice ale mediului extern Figura d arată că în compartimentul celulelor bacteriene, materialul genetic este situat compact, dar nu este separat printr-o membrană de conținutul citoplasmei Cele mai simple forme de bacterii includ micoplasma, care, totuși, nu este capabilă să existe independent, deoarece nu poate produce multe dintre produsele vitale Prin urmare, micoplasma există în interiorul altor organisme în care se formează aceste produse Genomul micoplasmei conține doar aproximativ de gene care codifică doar cantitatea minimă de produse necesare pentru a construi o celulă Genomul bacteriilor care trăiesc liber conține mai mult de de gene și codifică sinteza enzimelor metabolice necesare transformării moleculelor mici și, de asemenea, asigură funcționarea unui aparat mai complex de reglare a expresiei genelor (vezi) Bacteriile sunt împărțite în două grupuri, diferența dintre care probabil a avut loc acum aproximativ două miliarde de ani Aceste grupe sunt numite Gram-pozitive și Gram-negative, în funcție de dacă celulele dobândesc o colorație Gram Printre bacteriile Gram-negative cele mai complet caracterizate este Escbericbia coli, iar dintre bacteriile Gram-pozitive, Bacillus subtilis este cea mai studiată Culoarea se dezvoltă atunci când colorantul interacționează cu peretele celular La bacteriile Gram pozitive, peretele celular înconjoară membrana plasmatică, iar colorantul interacționează direct cu componentele peretelui Bacteriile Gram-negative au o a doua membrană care înconjoară peretele celular Prezența acestei membrane și diferențele în compoziția peretelui celular împiedică dezvoltarea culorii Zona dintre membranele exterioare și interioare se numește spațiu periplasmatic Acest spațiu conține proteine specifice și alte componente Dacă luăm ca criteriu pentru un compartiment aria delimitată de membrane, atunci putem presupune că bacteriile Gram-negative au două compartimente Cu toate acestea, spațiul periplasmatic ar trebui considerat ca un compartiment doar sub aspectul interacțiunii dintre celulă OREZ Bacteriile au un singur compartiment, deși regiunile interne pot diferi unele de altele Prin amabilitatea lui Jonathan King, Massachusetts Institute of Technology și mediul înconjurător Acest lucru nu afectează faptul fundamental că activitatea sintetică a unei celule bacteriene este concentrată în același compartiment cu materialul genetic Citoplasma unei celule bacteriene este un singur mediu acvatic Aceasta înseamnă că toate enzimele sunt în condiții de aceeași compoziție ionică Cu toate acestea, bacteriile nu sunt deloc "saci de enzime" și acum este clar că multe proteine sunt poziționate în celulă în anumite locuri sau pe anumite structuri Unele bacterii se pot dezvolta pentru a da naștere unui anumit tip de celulă specializată, care este similar cu procesul de dezvoltare în organismele superioare Există multe tipuri diferite de bacterii care au apărut în stadiile incipiente ale evoluției Este destul de dificil să se stabilească relațiile lor filogenetice, deoarece, spre deosebire de eucariote, nu s-au păstrat resturi fosile Cu toate acestea, metodele moleculare moderne bazate pe secvențierea ARN-ului ribozomal și tehnicile de secvențiere a întregului genom dezvoltate recent au condus la concluzii revoluționare cu privire la originea procariotelor Archaea au fost identificate ca un regat separat de procariote (Fig i ;) Ca aspect și structură, arheile seamănă cu bacteriile: se caracterizează prin dimensiuni mici și sunt organisme unicelulare Ele există de obicei în medii extreme (cum ar fi temperaturile ridicate) și au fost anterior confundate cu bacterii care s-au adaptat la astfel de condiții de existență Ca și celulele bacteriene, arheile sunt celule cu un singur compartiment și nu au membrane interne Ele pot prezenta aceleași caracteristici morfologice ca și bacteriile, cum ar fi prezența unui perete rigid sau a unei capsule care înconjoară membrana plasmatică, precum și flageli direcționați în mediu Principalele diferențe se observă la nivel molecular, iar componentele celulei arheice diferă de cele ale bacteriilor Dispozitivul care efectuează CAPITOLUL Ce este o celulă? EUCARIOTE ARCHEI BACTERIILE I Datele analizei filogenetice folosind metode moleculare moderne sugerează că organismele pot fi împărțite în trei regate expresia genelor în arhee, mai mult ca un aparat similar de celule eucariote decât celulele bacteriene Peretele lor celular este construit din subunități care sunt diferite de subunitățile peretelui celular bacterian sau vegetal Există diferențe în compoziția lipidelor membranare În ceea ce privește complexitatea genetică, arheele seamănă mai mult cu bacteriile care trăiesc liber (Pentru mai multe despre organizarea celulei procariote, vezi Biologia celulei procariote ) Procariotele sunt adaptate la creşterea într-o varietate de • Organismele termofile cresc la temperaturi cuprinse între și °C, dar unele specii tolerează temperaturi de până la °C Procariotele sunt, de asemenea, clasificate în funcție de capacitatea lor de a crește în condiții de aciditate sau alcalinitate variabilă Multe microorganisme pot tolera fluctuații mari ale valorilor pH-ului Bacteriile Acidophilus cresc cel mai bine la un pH sub , Unele dintre bacteriile care trăiesc în sol sunt printre organismele cele mai tolerante la mediile alcaline Uneori cresc la pH Aceste procariote mențin un pH de ordinul în celulă și sunt protejate de influențele externe de către peretele celular S-ar putea să credeți că oxigenul este necesar pentru viața tuturor celulelor Oxigenul joacă rolul unui acceptor de electroni în respirație Cu toate acestea, nu toate organismele au nevoie de oxigen pentru respirație, iar unele își obțin energia mai degrabă din procesul de fermentație decât din respirație Acest lucru le permite să existe în condiții anaerobe (în absența oxigenului) Unele eucariote unicelulare, cum ar fi drojdia Saccharomyces cerevisiae, pot exista atât în condiții aerobe, cât și anaerobe Capacitatea de a exista în condiții extreme este o proprietate inerentă tipurilor individuale de celule, care extinde semnificativ limitele definiției conceptului de celulă, în raport cu relația sa cu mediul Cu toate acestea, din punct de vedere molecular, toate celulele au aceeași compoziție, iar componentele lor individuale, precum proteinele și lipidele, sunt adaptate pentru a asigura supraviețuirea în condiții speciale De exemplu, enzimele produse de psihrofili sunt mai bine adaptate pentru a funcționa la temperaturi scăzute, în timp ce enzimele termofile sunt rezistente la temperaturi ridicate (făcându-le un instrument valoros în unele domenii ale biotehnologiei) conditii Poziția de bază Procariotele s-au adaptat la diferite condiții extreme de existență și au fixat acele modificări care duc la formarea unei celule viabile Procariotele trăiesc într-o mare varietate de medii, iar multe specii și-au ocupat nișele lor ecologice, inclusiv cele cu astfel de condiții de mediu care au extins semnificativ limitele organismelor vii În funcție de capacitatea de a crește la diferite temperaturi, procariotele pot fi împărțite în trei grupuri: • Cele mai cunoscute celule procariote sunt mezofile și cresc cel mai bine la temperaturi cuprinse între și °C Acest grup este cel mai cuprinzător studiat, deoarece include bacterii patogene umane • Bacteriile psicrofile cresc mai bine la temperaturi cuprinse între și °C, dar sunt cunoscute specii care există la °C Ei trăiesc în ape reci și în sol Celula eucariotă conține multe compartimente legate de membrană prevederi principale eu Într-o celulă eucariotă, membrana plasmatică înconjoară citoplasma Citoplasma conține compartimente individuale, fiecare înconjurat de o membrană Cel mai mare compartiment este de obicei nucleul, care conține materialul genetic Odată cu apariția eucariotelor, structura celulei a devenit mult mai complicată Într-o celulă eucariotă, mediul intern nu există într-o stare omogenă, ci este împărțit în compartimente, fiecare dintre acestea fiind înconjurat de o membrană orez Figura ilustrează că interiorul unei celule eucariote este împărțit în două compartimente majore: citoplasma și nucleul Intracelular Celula eucariotă conține multe compartimente delimitate de membrane O celulă eucariotă conține un nucleu și o citoplasmă Porii din învelișul nuclear servesc la transportul moleculelor între două compartimente Din The Journal of Cell Biology , vot , pp - , prin amabilitatea The Rockefeller University Press caracterizat printr-o concentrație mare de macromolecule Într-o celulă modernă, toate trăsăturile caracteristice ale unei celule primitive sunt îmbunătățite semnificativ și nu numai că separă macromoleculele de mediu, ci și le concentrează Concentrația de ADN în nucleu corespunde unui gel vâscos Alte compartimente conțin concentrații mari de proteine Acest caracter de organizare celulară indică rolul extrem de important al localizării componentelor în activitatea sa vitală Membranele permit menținerea unei anumite compoziții a mediului în compartimentele citoplasmatice Poziția de bază compartimentele legate de membrană sunt denumite în mod obișnuit organele Cel mai adesea, cel mai proeminent organel este nucleul Restul conținutului celulei se numește de obicei citoplasmă, adică prin acest termen volumul intracelular închis între nucleu și membrana plasmatică (adică totul, cu excepția nucleului) Macromoleculele intră și ies din nucleu prin pori, care sunt canale proteice situate în învelișul său Porii sunt atât de mari încât moleculele mici pot trece liber prin ei Prin urmare, mediul apos din nucleu și citoplasmă este același Nucleul conține materialul genetic Gradul de complexitate al aparatului genetic al eucariotelor variază foarte mult Genomul celor mai simple organisme unicelulare conține aproximativ de gene Alături de funcțiile inerente genomului procariot, o celulă eucariotă are nevoie de informații despre toate elementele și sistemele structurale suplimentare responsabile de localizarea proteinelor în compartimentele individuale, precum și despre sisteme mai complexe de reglare a expresiei genelor care iau în considerare segregarea ADN-ului în nucleul celular (vezi i Diversitatea eucariotelor variază de la organisme unicelulare, a căror existență seamănă cu bacteriile în creștere liberă, până la organisme multicelulare complexe, constând din multe tipuri diferite de celule În procesul de evoluție, eucariotele au apărut ca organisme unicelulare, iar majoritatea proprietăților lor caracteristice s-au format înainte de dezvoltarea în organisme multicelulare Acest lucru explică prezența unor caracteristici conservatoare comune în celulele fungice, vegetale și animale Un punct important de reținut este că pentru toate compartimentele celulare • Organelele înconjurate de o membrană mențin compoziția necesară a mediului intern, care diferă de compoziția citosolului din jur Împreună cu nucleul, citoplasma unei celule eucariote conține și alte organite legate de membrană Uneori, termenul de citosol este folosit pentru a descrie mediul apos al compartimentelor din citoplasmă Citosolul poate fi considerat ca un singur compartiment limitat de membrana plasmatică și în contact cu suprafața exterioară a membranelor tuturor organitelor intracelulare Acesta este un compartiment specific, una dintre principalele funcții ale căruia este sinteza proteinelor atât pentru nevoile proprii, cât și pentru importul în organele Membranele situate în celulă sunt construite în același mod ca membrana plasmatică care înconjoară celula, adică au structura unui dublu strat lipidic Pentru fiecare membrană, lipidele individuale pot diferi, dar proprietățile lor generale rămân aceleași Așa cum o membrană plasmatică impermeabilă separă interiorul unei celule de mediul său extern, o membrană impenetrabilă de organele separă interiorul lor de citosolul din jur Nu există schimb liber de ioni prin membrane Aceasta este cea mai importantă proprietate a membranelor, datorită căreia se creează un mediu specific în interiorul organelelor (Nuezul este o excepție, deoarece coaja are pori ) Transportul moleculelor mici și macromoleculelor prin membranele compartimentelor este controlat de proteinele integrate în membrană (similar cu modul în care complexele proteice ale membranei plasmatice controlează importul și exportul de substanțe în și din celulă) Se numește cavitatea internă a unui compartiment independent CAPITOLUL Ce este o celulă? MITOCONDRII •" Citoplasma unei celule eucariote conține mai multe compartimente legate de membrană lumen Compoziția mediului apos al lumenului poate diferi de compoziția citoplasmei înconjurătoare Procese specifice au loc în lumenul fiecărui organel Pentru curgerea lor, sunt necesare proteine speciale care se află în organele Cu excepția mitocondriilor și a protoplastelor (care sintetizează unele dintre propriile proteine), organele nu formează proteine și, prin urmare, le importă din citosol, unde are loc sinteza proteinelor Localizarea celor mai tipice organele din citoplasma unei celule eucariote este prezentată în figură Compoziția mediului în lumenul fiecărui organel corespunde funcției pe care o îndeplinește Reticulul endoplasmatic (RE) este o rețea extinsă de membrane interne care este conectată la membrana exterioară a învelișului nuclear În lumenul EPR, oxidativ mediu (același ca și în afara celulei) Acest lucru este important pentru implementarea uneia dintre funcțiile sale: plierea proteinelor și asamblarea complexelor multiproteice Într-o celulă eucariotă tipică, compartimentele legate de membrană sunt interconectate și interacționează între ele prin separarea și fuziunea membranelor lor Reticulul endoplasmatic, aparatul Golgi (care este un set de "stive" de discuri plate înconjurate de o membrană) și rețeaua trans-Golgi sunt principalele componente ale aparatului secretor: membranele lor sunt implicate în înmugurirea și fuziunea secretorii vezicule, în timp ce conținutul veziculelor și proteinele membranei sunt transportate din compartiment în compartiment Veziculele secretoare înmuguresc din rețeaua TRJ-Golgi și fuzionează cu membrana plasmatică În EPR și în aparatul Golgi, apare o modificare covalentă ORGANELLA [Ca +] MITOCONDRII: spațiu intermembranar ridicat (~ IO' M) citosol scăzut (~ ' - - M) NUCLEUS: z Lumen al anvelopei nucleare ^ENDOPLASMATIC- J RETICULU Ridicat (~ IO' M) t = " În compartimentele celulelor eucariote mediul are o compoziție ionică diferită Membranele permit menținerea unei anumite compoziții a mediului în compartimentele citoplasmatice ORGANELLA pH Endozomi timpurii , - , Endozomi tardivi , - , Lizozomi reteaua trans-Golgi - Mitocondrii - Matrice Spațiu intermembranar Citosol Core/EPR J ; II Valorile pH-ului intracelular Se poate observa că diferite organele sunt caracterizate de valori diferite ale pH-ului ținerea proteinelor, inclusiv adăugarea de mici reziduuri de zahăr la acestea Alte organite care fac parte din rețeaua de transport includ, de asemenea, endozomi și lizozomi, în care are loc degradarea proteinelor Mitocondriile (se găsesc în toate celulele eucariote) și cloroplastele (prezente în celulele vegetale) sunt implicate în procesele energetice În mitocondrii au loc principalele reacții prin care în celulă este stocat un metabolit intermediar cu energie înaltă, ATP Fotosinteza are loc în cloroplaste din dioxid de carbon și apă, permițând plantelor verzi să sintetizeze molecule mici care conțin carbon pe care le folosesc ca compuși nutritivi Prezența cloroplastelor este una dintre principalele caracteristici ale diferenței dintre celulele regnului vegetal și celulele reprezentanților regnului animal, precum și ale altor regnuri De obicei, concentrația de ioni sau molecule mici în fiecare compartiment citoplasmatic este diferită ( > • ) Cele mai puternice diferențe sunt reticulul endoplasmatic, care se caracterizează printr-o concentrație foarte mare de ioni de calciu Valoarea pH-ului din lizozomi și endozomi este semnificativ mai mică decât în citosol Endozomii sunt împărțiți în două grupe mari: pentru grupul de endozomi timpurii, valoarea pH-ului este în intervalul , - , , iar la cei tardivi ajunge la , Dimpotrivă, valoarea pH-ului matricei mitocondriale este mai mare decât în citosol ( ) (Pentru mai multe despre organele și secreția de proteine, consultați direcționarea proteinelor pe membrană și mișcarea proteinelor între membrane ) Puncte cheie Nucleul conține material genetic și este înconjurat de o membrană LA Nucleul este cel mai mare organel celular și este delimitat de un înveliș format din două membrane O parte a nucleului ocupă materialul genetic Porii nucleari servesc ca mijloc de transport al moleculelor mari prin membrana nucleară, asigurând intrarea și ieșirea lor în nucleu După cum se arată în n/i i , nucleul este de obicei cel mai mare compartiment vizibil al unei celule eucariote, care conține aproape tot materialul său genetic (practic tot, cu excepția unui număr mic de gene prezente în mitocondrii și cloroplaste) Mărimea nucleului depinde de cantitatea de ADN pe care o conține Prin urmare, volumul pe care îl ocupă variază mult; de obicei, pentru celulele de drojdie este de - % din volumul total al celulei, iar pentru majoritatea celulelor animale somatice aproximativ % (vezi În funcție de tipul de organism și celule, nucleul arată diferit) Materialul genetic formează o masă numită cromatina care ocupă o parte a nucleului Nucleul este înconjurat de o înveliș, care constă din două membrane dispuse concentric, exterioară și interioară (Fig i iz) (vezi Nucleul este înconjurat de o membrană nucleară) Între cele două membrane este un lumen Membrana exterioară a învelișului nucleului trece în membranele ER, iar lumenul învelișului se contopește cu lumenul ER Membrana nucleară interioară este de obicei susținută de o rețea de filamente numită lamina nucleară RIS, Deși porțiunea de celulă pe care o ocupă nucleul variază de la celulă la celulă, într-o celulă eucariotă este de obicei cel mai vizibil compartiment intracelular Din The Journal of Cell Biology , voi , pp - , prin amabilitatea The Rockefeller University Press CAPITOLUL Ce este o celulă? Nucleul este înconjurat de o membrană formată din membrane exterioare și interioare Membranele sunt separate de un lumen care trece în lumenul reticulului endoplasmatic Prin amabilitatea lui Terry Allen, Institutul de Cercetare a Cancerului Paterson Această rețea este situată în interiorul nucleului și este ancorată de membrana interioară Deoarece moleculele mici se mișcă liber între citosol și nucleu, mediul apos din compartimente are aceeași compoziție Cu toate acestea, substanțele cu o greutate moleculară mai mare de aproximativ D (corespunzător proteinelor mici) pot intra și părăsi nucleul numai cu participarea unui sistem de transport prin complecșii de pori nucleari care sunt fixați în învelișul nucleului Porii învelișului nuclear sunt cel mai vizibili atunci când nucleul este examinat la microscop electronic (vezi Complexele de pori nucleari sunt canale simetrice) Fiecare complex are un canal central prin care are loc importul și exportul de molecule care depășesc limita la care este posibilă difuzarea lor liberă Aceste canale oferă un conținut diferit de proteine și alte molecule mari în nucleul și citoplasma celulei Nucleul conține compartimente mai mici care au funcții speciale, deși nu se limitează la membrane (vezi - Nucleul conține subcompartimente care nu sunt înconjurate de o membrană) Subcompartimentul principal al nucleului este nucleolul, vizibil la microscop cu lumină În nucleol, ARN-ul ribozomal este sintetizat și subunitățile ribozomale sunt asamblate De ce celulele eucariote au nevoie de un nucleu? Nucleul protejează ADN-ul și oferă celulei capacitatea de a concentra proteinele reglatoare și de a repara enzimele într-un singur loc Genomul uman este de de ori mai mare decât genomul E coli și, astfel, fiecare secvență specifică de ADN ocupă o porțiune corespunzător mai mică a genomului Diferite proteine de reglare trebuie să fie prezente la concentrații mari pentru ca acestea să fie prezente găsiți-vă țintele Acest lucru este facilitat de faptul că structura țintă (de exemplu, genomul) și proteinele de reglare sunt concentrate într-o mică parte a celulei (de exemplu, nucleul) Nucleul oferă, de asemenea, un grad mai mare de protecție a genomului împotriva influențelor dăunătoare accidentale Prezența unui nucleu într-o celulă are consecințe importante Pe fig arată că transportul macromoleculelor între nucleu și citoplasmă este bilateral Toate proteinele necesare nucleului (inclusiv proteinele de replicare și transcripție) trebuie să provină din citoplasmă În același timp, ARNm-urile sunt transcrise în nucleu, dar trebuie eliberate în citoplasmă, unde are loc sinteza proteinelor Această imagine este complet diferită de cea caracteristică a celulelor procariote, în care procesele de transcripție și translație sunt cuplate între ele, adică au loc în același timp și în același loc Reglarea transportului moleculelor în nucleu și ieșirea lor din acesta este unul dintre cele mai importante mecanisme de reglare O celulă eucariotă conține de obicei un nucleu Cu toate acestea, în unele cazuri excepționale, se formează celule care conțin mulți nuclei Acest lucru este valabil mai ales în stadiile incipiente ale dezvoltării insectelor, cum ar fi Drosophila În acest caz, apar un număr mare de diviziuni nucleare, neînsoțite de diviziune celulară, și se formează un sincițiu care conține sute de nuclee situate în citoplasma comună Un alt exemplu de formare a sincitiului este fuziunea celulelor musculare de mamifere Ca o ilustrare a unui alt caz extrem, luați în considerare unele celule diferențiate, cum ar fi eritrocitele mature de mamifere, cărora le lipsește un nucleu (Pentru confirmarea faptului că sunt într-adevăr celule, rețineți că eritrocitele sunt produse ale diferențierii terminale care provin din celule ) Nucleul conține material genetic și este înconjurat de o membrană ARN-ul este transportat de la nucleu la citoplasmă, iar proteinele sunt transportate la nucleu (uneori ies din nou din nucleu) Membrana plasmatică permite celulei să mențină homeostazia Puncte cheie • Moleculele hidrofile nu pot pătrunde în stratul dublu lipidic • Membrana plasmatică este mai permeabilă la apă decât la ioni • Pe ambele părți ale membranei, ca urmare a compoziției ionice diferite a mediului, se creează presiune osmotică • Membrana plasmatică are sisteme speciale pentru transportul ionilor și a altor componente solubile în și în afara celulei • Sistemele de transport permit celulei să mențină constanța compoziției mediului intracelular diferit de mediul extern • Canalele ionice sunt construite în membrană - structuri proteice care permit ionilor să treacă prin membrană, în timp ce aceștia rămân în mediul apos Pentru a menține existența celulei în ansamblu, membrana plasmatică îndeplinește mai multe funcții • Membrana sustine continutul celulei intr-un volum limitat • Determină diferențe în compoziția componentelor care se află în mediul acvatic al celulei și în afara acestuia • Membrana conține complexe proteice care controlează intrarea diferitelor molecule în celulă și ieșirea lor din celulă • Membrana contine sisteme care asigura schimbul de semnale intre continutul celulei si mediu Proprietățile inerente ale membranei fac necesar ca celula să regleze transportul apei și al ionilor, ilustrează permeabilitatea membranei la hidrofob conexiuni Diferența de permeabilitate a membranei pentru moleculele de apă și soluțiile ionice are o consecință foarte importantă - apariția presiunii osmotice Se datorează concentrațiilor diferite de compuși dizolvați pe ambele părți ale membranei Viteza cu care, de exemplu, ionii de sodiu sau potasiu pot difuza prin stratul dublu lipidic este de - ori viteza de difuzie a apei Ca urmare, atunci când se creează o diferență în concentrația ionilor pe o parte a membranei, moleculele de apă trece prin membrană și concentrația compușilor dizolvați de-a lungul ambelor părți devine aceeași ( ) Dacă nu ar exista un mecanism de control al concentrației de soluții în celulă, atunci, ca urmare a apariției presiunii osmotice, aceasta s-ar micșora sau s-ar umfla în toate cazurile când concentrația de substanțe dizolvate în mediu ar fi mai mare molecule hidrofobe eu CO Apă h o ionii Spre deosebire de moleculele hidrofobe și moleculele de apă, ionii nu pot pătrunde rapid în stratul dublu lipidic CAPITOLUL Ce este o celulă? Viteza de difuzie Ioni MEWH Apa FAST > ionii Apă Când concentrația de ioni de pe ambele părți ale membranei este diferită, moleculele de apă se deplasează prin membrană pentru a o echilibra Mișcarea apei prin membrană este determinată de mărimea presiunii osmotice Direcția de mișcare depinde de concentrațiile relative de substanțe dizolvate de pe ambele părți ale membranei sau mai jos decât în interiorul ei Astfel, dimensiunea celulei s-ar modifica în funcție de mediu În cazuri extreme, acest lucru ar putea fi fatal pentru ea, fie prin micșorarea într-o masă care nu poate funcționa, fie prin ruptură În astfel de cazuri, celula răspunde la situație controlând mișcarea ionilor și a apei prin membrana plasmatică Capacitatea unei celule de a menține o compoziție constantă a mediului intern se numește homeostazie Aceasta este cea mai importantă funcție a tuturor celulelor, indiferent dacă ele constituie un organism unicelular sau multicelular În celulele animale, principalul rol al homeostaziei este de a controla mărimea presiunii osmotice prin ajustarea compoziției ionice în așa fel încât să se evite acumularea de apă Pentru a menține homeostazia, este necesar să se regleze intrarea sau ieșirea din celulă a ionilor și a moleculelor de apă Homeostazia este necesară pentru organismele unicelulare, deoarece compoziția mediului extern se poate schimba semnificativ Pentru organismele multicelulare, homeostazia permite celulelor individuale să mențină o compoziție a mediului intern care este diferită de cea a fluidelor extracelulare De obicei, mediul intern al celulei conține mai mulți ioni de potasiu, dar mai puțin sodiu și calciu decât mediul extern Pe - se arată că transportul prin membrana celulară este asigurat de prezența în stratul dublu lipidic a complexelor proteice care formează canale Suprafața exterioară a acestor complexe este adiacentă stratului dublu lipidic, dar suprafața lor interioară se află într-un mediu apos Ionii soluți sau proteinele hidrofile trec prin canalul de apă fără măcar să intre în contact cu stratul dublu lipidic Canalele au specificitate în raport cu transmiterea diferitelor substraturi Mecanismul care reglează transportul ionilor prin membrană depinde dacă aceștia se deplasează dintr-o regiune de concentrație mare într-o regiune de concentrație scăzută sau în direcția opusă Diferența de concentrație de ioni în interiorul și în afara celulei creează un gradient transmembranar Când ionii se deplasează de-a lungul unui gradient, adică din partea laterală a membranei, unde concentrația lor este mare, spre o concentrație mai mică, mișcarea lor este asigurată de canalul ionic Când devine necesară mișcarea ionilor împotriva gradientului de concentrație, atunci proteina purtătoare funcționează, iar pentru acest proces este nevoie de energie (vezi Principalele tipuri de proteine membranare de transport sunt canalele și purtătorii) Dacă canalul asigura pur și simplu trecerea mediului apos prin membrană, atunci concentrația de ioni la intrare și la ieșire s-ar egaliza rapid Pentru a menține o concentrație constantă de ioni în mediul situat pe ambele părți ale canalului, acesta este închis în absența transportului Capacitatea unui canal de a deschide și închide se numește gate După cum se arată în h tc, închiderea și deschiderea canalului are loc ca urmare a modificărilor conformaționale care permit ionilor să treacă prin canal sau blochează acest proces Deschiderea și închiderea canalului este controlată de molecule mici care funcționează Щ Complexele proteice integrate în membrană sunt canale de apă (pori) prin care sunt transportați ionii și moleculele mici Membrana plasmatică permite celulei să mențină homeostazia Deschidere canal Deschiderea și închiderea canalului este controlată Ligand Sarcina electrică Schimbarea temperaturii BISLOY la închidere canal Când canalul se deschide, ionii trec liber prin membrană (p Capacitatea canalului de a deschide și închide se numește rating Acest proces este controlat de liganzi, sarcină electrică și temperatură Închiderea canalului permite celulei să mențină constanta compoziției ionice a mediului pe ambele părți ale membranei Mecanism de deschidere și închidere a canalului ionic jucand rolul de liganzi, modificari ale potentialului electric sau ale temperaturii Alături de mecanismele care asigură controlul asupra transportului metaboliților, acvaporinele sunt prezente în toate celulele, transportând apa prin membrana plasmatică (vezi Transportul selectiv al apei are loc prin canalele de acvaporină) Acvaporinele transportă apa printr-un canal specific ca răspuns la modificările presiunii osmotice Controlul presiunii osmotice în celulele plantei are loc într-un mod diferit În aceste celule, apa se acumulează în compartimente speciale numite vacuole Presiunea internă este conținută de peretele celular rigid, iar acesta servește de fapt ca un mecanism care reglează gradul de umflare a celulelor (vezi , Creșterea celulară este înregistrată prin umflarea vacuolelor) Partea interioară a cochiliei limitează compartimentul interior al organelelor Toate organitele învelite conțin material genetic (Alte organite legate de membrană sunt înconjurate de un singur strat lipidic și nu conțin material genetic ) Structura învelișului care înconjoară compartimentul care conține materialul genetic seamănă cu cea a unei celule procariote Această asemănare sugerează că aceste compartimente provin din celule procariote capturate de celula gazdă Această situație seamănă cu fenomenul de endosimbioză, în care unele specii de bacterii intră în citoplasma celulei gazdă eucariote și există acolo Prin urmare, un astfel de model, propus pentru a explica evoluția lumii organice, a fost numit teoria endosimbiozei Celulele din interiorul celulelor: Organelele învelite ar fi putut rezulta din endosimbioză membrana exterioară COAJĂ Spațiul intermembranar Poziția de bază • Organelele învelite par să fi apărut prin endosimbioza celulelor procariote În celulele eucariote, există trei organite - nucleul, mitocondriile și cloroplastele, fiecare fiind înconjurat de o membrană Arată că coaja este o membrană dublă, a cărei parte exterioară este întoarsă spre exterior de organele și este separată de partea interioară de spațiul intermembranar Membrana interioara Învelișul este format din membrane exterioare și interioare separate printr-un spațiu intermembranar Fiecare membrană este un strat dublu de lipide CAPITOLUL Ce este o celulă? Celula D) D Celula Două celule separate O celulă a înghițit alta D"} Formarea unei vezicule endocitare Vezicula se dezvoltă într-un organel primar înconjurat de o membrană dublă Organelele înconjurate de membrană s-ar putea forma atunci când o celulă a înghițit-o pe alta d - ilustrează un model care explică modul în care aceste organite ar fi putut apărea în cursul evoluției atunci când o celulă a absorbit alta Celula absorbită trebuie să fie înconjurată de două membrane: propria sa și celula gazdă Înmugurirea celulei capturate din membrana plasmatică a celulei gazdă ar trebui să conducă la intrarea acesteia în celulă cu formarea unui compartiment separat înconjurat de o membrană Dacă celulele absorbite au conferit celulei gazdă noi proprietăți, cum ar fi capacitatea de a fotosintetiza, atunci mitocondriile și cloroplastele ar putea fi formate pe această cale În timp, celula înghițită și-ar putea pierde funcțiile care nu mai sunt necesare pentru ea, deoarece era înconjurată de citoplasmă și adaptată pentru a îndeplini activitățile necesare existenței celulei gazdă Mitocondriile și cloroplastele conțin un număr mult mai mic de gene decât bacteriile care trăiesc independent Ei și-au pierdut multe dintre funcțiile genetice necesare existenței independente (de exemplu, funcțiile de codificare a reacțiilor metabolice) De fapt, majoritatea genelor care codifică funcțiile organelelor sunt localizate în nucleu (Proteinele sunt sintetizate în citosol și apoi livrate acestor organite ) Aceste gene ar fi trebuit să pătrundă în nucleu din organele la ceva timp după terminarea endosimbiozei Putem urmări schimbul de material genetic între nucleu și organite prin compararea locației anumitor gene la diferite specii Din stadiul inițial al endosimbiozei, majoritatea procesele de schimb de informații genetice între genomul fiecărui organel și genomul nuclear au inclus transferul de funcții către acesta din urmă, deși schimbul poate avea loc și în cealaltă direcție (vezi ) Mitocondriile și cloroplastele și-au păstrat capacitatea de a sintetiza unele proteine în timp ce își exprimă propriul ADN De fapt, cea mai convingătoare dovadă a originii endosimbiotice a cloroplastelor și mitocondriilor este structura aparatului lor genetic În aceste organite, este foarte asemănător cu aparatul genetic al procariotelor moderne și mult mai puțin amintește de aparatul genetic al celulelor eucariote Analiza similarității omoloage sugerează că aceste organite au avut căi de dezvoltare diferite Mitocondriile par a fi mai mult legate de bacteriile a-violet, în timp ce cloroplastele par să fie mai aproape de cianobacteriile Relația cu bacteriile se manifestă și în modul în care se reproduc organelele Mitocondriile și cloroplastele se divid ca bacteriile prin invaginarea membranei din jur pentru a forma o constricție transversală Componentele diviziunii în compoziție seamănă cu cele ale bacteriilor Se cunosc mai puține despre originea nucleului Se poate presupune că, în primele etape ale dezvoltării organismelor superioare, o celulă procariotă a absorbit alta, iar celula absorbită a preluat funcțiile genetice ale întregului sistem Din nou, se pot face doar presupuneri cu privire la structura aparatului genetic, dar eucariotele sunt mai aproape de arhee decât de bacterii Cu toate acestea, s-a descoperit că eucariotele au gene apropiate de cele ale bacteriilor, cea mai mare asemănare fiind găsită printre genele care codifică diferite funcții metabolice O posibilă explicație pentru aceasta este că celula eucariotă a fost formată prin fuziunea unei celule bacteriene și a unei arhee, iar genele ambelor celule au trecut în nucleu, care a apărut din celula absorbită ADN-ul este ereditar materialul celular, dar există și alte forme de transmitere a informațiilor ereditare Prevederi fundamentale ADN-ul poartă informații genetice care codifică secvența tuturor proteinelor celulare Informația poate fi transportată și în structurile celulare care sunt, de asemenea, moștenite În fiecare celulă vie, dublu helix al ADN-ului poartă informațiile ereditare de bază În bacterii și arhee, toate secvențele de informații sunt de obicei localizate pe același cromozom La eucariote, aproape toate genele sunt localizate pe cromozomii nucleari și un mic ADN-ul este materialul ereditar al celulei, dar există și alte forme de transmitere Agregate corecte pliat greșit PrPs pliat PrPs PrP există într-o formă solubilă sau dobândește o conformație alternativă capabilă de agregare Sub influența agregatelor, moleculele PrP nou sintetizate încep să dobândească o conformație care favorizează agregarea PrP-urile pot lua diferite conformații ) Forma pliată greșit poate provoca o modificare a conformației moleculelor normale de PrPs ) Boala este cauzată de formarea de fragmente mari de proteine autoagregate Numărul de secvențe informaționale este localizat în mitocondrii și cloroplaste (în plante) ADN-ul poate fi și materialul genetic al virușilor, dar în unele viruși este ARN Toți virusurile au un înveliș proteic în jurul materialului lor genetic Desigur, virusurile nu sunt organisme vii, dar atunci când infectează o celulă, aparatul lor genetic funcționează la fel ca în celula gazdă Celulele sunt, de asemenea, capabile să stocheze informații care nu sunt codificate în secvențele de ADN Acest mod de moștenire se numește moștenire epigenetică (vezi Formal, acest termen descrie o situație în care două celule au un fenotip diferit, deși secvențele lor ADN la locusul responsabil pentru manifestarea fenotipului sunt identice Un exemplu de efect epigenetic este comportamentul unei proteine care provoacă boala vacii nebune (vezi i Proteina PrP poate fi fie într-o formă simplă solubilă, fie să adopte o conformație în care formează agregate mari Formarea acestor agregate este cauza dezvoltării bolii Ele sunt capabile de auto-reproducere, deoarece sub influența lor moleculele PrP nou sintetizate adoptă o conformație care promovează agregarea Efecte similare au fost găsite în drojdie și, prin urmare, moștenirea epigenetică este o formă destul de răspândită de transmitere a informațiilor ereditare (vezi ) În toate acestea cazuri, fenotipul este determinat mai degrabă de prezența pre- agregatele proteice existente și nu secvența genei care codifică această proteină Nu știm dacă o celulă are nevoie de informații într-o altă formă decât secvența de nucleotide din ADN Dacă ai putea număra secvențele de ADN care codifică toate proteinele, ar fi ele capabile să interacționeze pentru a forma toate structurile și funcțiile celulare? Dacă nu, care este natura informației care permite unei celule să se formeze doar dintr-o celulă deja existentă? Sunt necesare niște matrici preexistente, pe care sunt asamblate ulterior toate structurile celulei (vezi Un factor important este localizarea structurilor celulare)! Celulele au nevoie de mecanisme pentru a repara deteriorarea ADN-ului Puncte cheie • Sub influența factorilor de mediu sau ca urmare a erorilor în funcționarea diferitelor sisteme celulare, deteriorarea apare constant în materialul genetic • Pentru a menține viabilitatea, toate celulele trebuie să aibă sisteme de reparare care să reducă cantitatea de deteriorare a ADN-ului Alături de reproducerea fără erori a informațiilor genetice, menținerea integrității sale informaționale joacă un rol important De fapt, există mai multe gene în genomul uman care sunt responsabile pentru CAPITOLUL Ce este o celulă? proteine ADN reparatii Proteinele reparatoare caută deteriorarea ADN-ului și le localizează pentru a asigura variabilitatea organismelor în procesul de evoluţie Mutațiile în toate organismele, de la bacterii la eucariote superioare, apar cu o frecvență de aproximativ - per genă (sau IO- -IO- per pereche de nucleotide) pe generație Aproximativ același număr de mutații apare chiar și în organismele care trăiesc în condiții extreme Acest lucru sugerează că rata globală de mutație este determinată de echilibrul dintre efectul advers al majorității mutațiilor dăunătoare și unele mutații benefice Nicio celulă nu poate exista în absența sistemelor de reparare Dacă, de exemplu, toate sistemele de reparare din E coli sunt oprite, atunci o singură expunere a bacteriilor la UV poate fi letală În același timp, bacteriile cu sisteme de reparare funcționale suportă cantități enorme de daune ADN-ul deteriorat reparat Sistemul de reparare recunoaște deteriorarea ADN-ului, îndepărtează zona deteriorată și umple golul rezultat Repararea daunelor ADN decât enzimele de replicare care codifică Erorile în secvențele ADN pot apărea din două motive În primul rând, în timpul replicării, baza greșită poate fi inclusă în catena de ADN nou formată Pentru a preveni astfel de erori în sistemul de replicare, există un mecanism de corectare care reduce numărul de resturi de nucleotide incluse în mod eronat la minimum În al doilea rând, sub influența unor factori de mediu precum radiațiile ionizante și agenții chimici care perturbă structura nucleotidelor, pot apărea leziuni ADN-ului Există multe sisteme de reparare în celulă care repar daunele în secvențele ADN, restabilindu-le structura corectă (vezi) ilustrează acțiunea sistem reparator care recunoaște deteriorarea ADN-ului, le îndepărtează și restabilește structura originală În ciuda funcționării sistemelor de reparare, în materialul genetic apar mutații, dar nu perturbă activitatea vitală a celulei De fapt, este nevoie de o anumită rată de mutație Mitocondriile sunt energie fabrici de celule Poziția de bază • Toate celulele vii au capacitatea de a converti energia mediului într-un intermediar comun - ATP Celula primește energie din hrana pe care o primește din mediu Această energie trebuie apoi convertită într-o formă care poate fi distribuită în întreaga celulă Soluția generală la această problemă (nu numai pentru mitocondrii, ci și pentru celulele procariote, care convertesc și energie) este stocarea energiei sub forma unei substanțe universale care poate fi folosită în orice moment și oriunde în celulă Diferite tipuri de celule diferă în detaliile sistemului energetic, dar o proprietate comună caracteristică tuturor celulelor este capacitatea lor de a converti energia mediului în ATP, care este o moleculă comună care furnizează energie pentru reacțiile chimice individuale atunci când este necesar ATP se formează în două moduri: în citosol și în mitocondrii Prima cale este realizată în citosolul celulelor eucariote și în bacterii În acest caz, ca urmare a glicolizei, glucoza se descompune cu formarea de piruvat și se formează două molecule de ATP Această reacție poate avea loc în condiții anaerobe (în absența oxigenului) A doua cale este principala sursă de creare a rezervelor de energie și se desfășoară în mitocondriile celulelor eucariote Procesul prin care se formează ATP în mitocondrii se numește fosforilare oxidativă și se realizează cu participarea lanțului de transport de electroni Piruvatul eliberat în timpul glicolizei intră în matricea (lumenul) mitocondriilor, unde se descompune și, Mitocondriile - fabrici de energie ale celulei reacționând cu coenzima A, formează acetil-CoA După aceea, cu participarea ciclului acidului citric cu eliberarea de atomi de hidrogen, reziduul de acetil al acetil-CoA se descompune, formând dioxid de carbon Reducerea purtătorului NAD+ la NADH are loc cu participarea atomilor de hidrogen, iar apoi un proton și un electron sunt eliberați în timpul oxidării NADH Din matrice, ionii de hidrogen (protoni) sunt transferați prin membrană în spațiul intermembranar, iar electronii se deplasează de-a lungul membranei cu participarea mai multor proteine de transport (-) Drept urmare, ambele pe părțile laterale ale membranei, se creează un gradient de concentrație de protoni Sub acțiunea acestui gradient, protonii sunt transportați prin membrană în direcția opusă Acest lucru se realizează cu participarea unui complex proteic mare de ATP sintetaza, care formează ATP din ADP și fosfat anorganic Acest proces se numește chemiosmoză Mitocondriile sunt adesea denumite centre energetice ale celulelor (eucariote); ele furnizează celulei energia necesară implementării proceselor metabolice și modificărilor structurale Mai exact, ele transformă energia provenită din mediul extern în forme care pot fi folosite de celulă Constanța structurii și funcției mitocondriilor în toate celulele eucariote ne convinge că endosimbioza, în urma căreia au apărut, ar fi trebuit să aibă loc chiar în stadiul inițial al evoluției eucariote Cloroplastele servesc ca surse de energie în celulele vegetale Poziția de bază • Plastidele închise în membrană sunt organitele celulelor vegetale și se pot dezvolta în cloroplaste și alte forme specializate Plastidele sunt organite înconjurate de o membrană Sunt prezente numai în celulele vegetale (vezi Plantele conțin organele unice numite plastide) Multe reacții metabolice de bază ale celulelor vegetale au loc în plastide Plastidele sunt împărțite în mai multe tipuri înalt specializate, dar în total există mai multe procese metabolice comune Sunt organite în care sunt sintetizați acizi grași, mulți aminoacizi, precum și purine și pirimidine În schimb, în celulele animale, aceleași reacții apar și în citosol Plastidele sunt înconjurate de două membrane, interioară și exterioară, care sunt strâns adiacente una cu cealaltă Ca și mitocondriile, ele sunt separate printr-un spațiu intermembranar În interiorul plastidelor este o stromă înconjurată de o membrană interioară La fel ca matricea mitocondrială, stroma conține ADN, ARN și multe proteine, inclusiv enzime și ribozomi Stroma diferă de matricea mitocondrială prin faptul că conține discuri închise în membrană numite tilacoizi Membrana tilacoidă conține sistemele energetice ale organelului Toate tipurile de plastide au fost formate dintr-un organel comun - precursorul - proplastide Dimensiunea proplastidelor este mai mică decât cea a plastidelor diferențiate, le lipsesc membrane interne și nu au ATP este produs în timpul chemiosmozei participarea sistemului de transport de protoni CAPITOLUL Ce este o celulă? îndeplinesc funcții specializate Când o celulă vegetală se diferențiază într-un anumit tip, proplastidele se diferențiază și dobândesc funcțiile caracteristice acestui tip de celule Astfel, tipul pe care îl dobândește o plastidă depinde de tipul de celulă Cloroplastele sunt plastide care oferă plantelor capacitatea de a sintetiza ATP folosind un sistem în care, în loc de descompunerea chimică a glucozei, moleculele de clorofilă activate de lumina soarelui servesc drept donator de electroni În prezența luminii, cloroplastele se dezvoltă în acele părți ale plantei care sunt iluminate în cea mai mare măsură, de exemplu, în frunze, unde are loc fotosinteza Plantele care cresc în întuneric nu formează cloroplaste, ci dezvoltă un tip diferit de plastidă în frunze În semințe și tuberculi există un alt tip de plastidă - amiloplaste, care formează amidon, care se depune în stromă sub formă de granule Unele tipuri de plastide conțin enzime care catalizează sinteza moleculelor mici Cromoplastele formează și stochează pigmenți numiți carotenoizi, care au culoare roșie, portocalie sau galbenă și care determină culoarea unor flori și fructe În procesul de dezvoltare sau sub influența semnalelor din mediul înconjurător, un tip de plastide diferențiate se poate transforma în altul, de exemplu, atunci când își schimbă culoarea de la verde la roșu în timpul coacerii roșiilor sau când frunzele verzi devin roșii, portocalii sau galben în timpul căderii frunzelor În timpul acestor transformări, care sunt reglate de expresia genelor nucleare, plastidele pierd membranele de clorofilă și tilacoide și încep să sintetizeze carotenoizi Organelele au nevoie de un mecanism responsabil pentru localizarea specifică a proteinelor Poziția de bază Toate organitele importă proteine din citosol Specializarea organelelor pentru a îndeplini diverse funcții sugerează că fiecare dintre ele are nevoie de propriul set de molecule și macromolecule mici Cu toate acestea, sinteza acestor componente nu are loc neapărat în organele în sine Mulți metaboliți, inclusiv proteinele care formează structura organelelor, provin din citosol (Mitocondriile și cloroplastele produc ele însele cantități mici din proteinele necesare ) Cum ajung componentele necesare organelelor în locul în care sunt folosite? După cum se arată în fig , există cel puțin opt tipuri majore de organite Importul și exportul de molecule mici este controlat de proteine încorporate în membranele organelelor Importul proteinelor în momentul sintezei sau după finalizarea acestuia în citosol are loc cu participarea unor mecanisme speciale Pe fig arată că localizarea proteinei importate este determinată de membranele organelelor Dacă un compartiment, cum ar fi reticulul endoplasmatic sau cisternele aparatului Golgi, este înconjurat de o singură membrană, proteina poate fi transportată spre interior sau poate fi încorporată în membrană Dacă compartimentul este înconjurat de o membrană, cum ar fi nucleul, mitocondria sau cloroplastul, atunci în acest caz apar multe moduri Proteina poate fi localizată în membrana exterioară, spațiul intermembranar, [ - - - - - - - - - - Funcția ORGANELLA Nucleus Export și import de proteine de expresie genică; Exportul de ARN Reticulul endoplasmatic Modificarea proteinei; importul de proteine are loc co-translațional Aparatul Golgi Modificarea proteinelor; proteinele intră prin deplasarea din ER Endozomi Endozomi timpurii Endozomi tardivi Selectarea proteinelor ingerate pentru transport în alte compartimente; proteinele care funcționează în endozomi sunt secretate Lizozomi Degradarea proteinelor absorbite din exterior, degradarea proteinelor citosolului în celulele expuse la condiții extreme; proteinele care funcționează în lizozomi provin din rețeaua trans-Golgi Funcții energetice ale mitocondriilor; unele proteine sunt importate din citosol, altele se formează în organele (în mitocondrii) Procese oxidative de peroxizom; importul de proteine din citosol FIG , Fiecare organelă are o compoziție și o structură specifice care depind de funcția sa Organelele au nevoie de un mecanism responsabil pentru localizarea specifică a proteinelor Proteinele sunt localizate în membrană sau în lumenul organelului; dacă organul este înconjurat de o membrană, atunci proteinele pot fi localizate fie în membrană, fie în spațiul intermembranar în membrana interioară, precum și transportat în organele Principiul de bază care guvernează adresarea proteinelor este că în orice proteină care intră într-un organel specific, există o secvență scurtă de aminoacizi - un semnal de sortare (sau semnal de poziționare) Pentru fiecare tip de organite, există unul sau mai multe semnale diferite Semnalele de sortare sunt recunoscute de sistemele celulare specifice la una sau mai multe etape ale transportului proteinei la locul de localizare a acesteia Proteinele sunt transportate către și prin membrane Puncte cheie • Transportul proteinelor în organelă are loc cu ajutorul unor complexe de receptori care sunt încorporate în membrana acestuia • Proteinele care intră în nucleu, mitocondrii și cloroplaste, după sinteză, ele intră în citosol și apoi se leagă de organele • Proteinele care intră în reticulul endoplasmatic sunt transferate în complexul receptor al membranei ER în timpul sintezei Pentru toate organelele înconjurate de membrane, există o problemă comună: cum să ajungi o proteină care este produsă în citosol? În acest caz, proteina trebuie să fie localizată fie în membrană, fie să treacă prin ea Trecerea unei proteine hidrofile printr-o membrană hidrofobă este imposibilă din cauza existenței unor bariere energetice semnificative Fiecare organel și-a dezvoltat propria soluție la această problemă comună Membrana sa conține pori hidrofili proteici prin care are loc transportul, astfel încât proteina nu trebuie să interacționeze cu membrana hidrofobă Structura porului în sine și natura interacțiunii cu proteina transportată depind de organele Porii nucleari sunt structuri masive cu un aparat de transport complex care determină ce proteine trebuie transportate în nucleu și care îl părăsesc Proteinele se acumulează pe o parte a învelișului, trec prin por și ies pe cealaltă parte (vezi Proteinele -P sunt transportate selectiv în nucleu prin porii nucleari) Porul trece prin ambele membrane ale învelișului nuclear, iar proteina matură este transportată prin tot porul Membranele exterioare și interioare ale organitelor, cum ar fi mitocondriile și cloroplastele, conțin proteine a căror funcție este de a transporta proteinele importate în organele Nu există nici un export de proteine din aceste organite Proteinele se formează pe ribozomi din citoplasmă și ies în citosol În lor CAPITOLUL Ce este o celulă? RIG, Proteinele care intră în mitocondrii trebuie să fie în stare desfășurată; dimpotrivă, proteinele intacte sunt transportate în peroxizomi structura conține secvențe specifice care interacționează cu receptorii localizați în membrana organelelor (vezi Importul de proteine în mitocondrii începe cu recunoașterea secvenței semnal de pe membrana exterioară) Pe h b se arată că canalul care trece prin membrană este foarte îngust, iar pentru a trece prin el, proteina transportată trebuie mai întâi să se desfășoare, iar la celălalt capăt să dobândească o configurație matură Acest lucru necesită participarea activă a proteinelor suplimentare - chaperone care controlează plierea proteinelor (vezi Capacitatea de a plia și desfășura structurile proteinelor este o trăsătură caracteristică tuturor celulelor) O excepție interesantă sunt peroxizomii, care au un sistem de importare a proteinelor care sunt în configurația pliată matură (vezi Proteinele sunt pliate înainte de importul în peroxizomi) Reticulul endoplasmatic, aparatul Golgi, endozomii și membrana plasmatică sunt organite separate care, totuși, folosesc același sistem de transport și adresare a proteinelor Procesul începe cu o etapă în care o proteină nou formată, care se află încă în citosol de pe ribozomi, se leagă printr-o "secvență semnal" specifică de receptorii de pe suprafața reticulului endoplasmatic (vezi Proteinele intră în calea de secreție prin nas prin membrana EPR) Această legare duce la intrarea proteinei în canal, iar ribozomul rămâne legat de membrana reticulului endoplasmatic în timpul sintezei în curs Pe măsură ce proteina este sintetizată, aceasta intră în canal Din acest moment, proteina poate fie trece prin membrană în lumenul reticulului endoplasmatic, fie poate începe să se integreze în aceasta Dacă locul localizării finale a proteinei este în afara reticulului endoplasmatic, într-unul dintre rezervoarele aparatului Golgi, în endozom sau în membrana plasmatică (sau trebuie să fie secretată prin membrana plasmatică în mediul extern) , apoi proteina este recunoscută de o secvență specifică de aminoacizi și este transportată în continuare prin procesul , cunoscut sub numele de trafic de proteine (vezi Proteinele sunt transportate prin ER și prin aparatul Golgi) Pentru proteinele localizate în membrană, procesul este mai complex Legarea proteinelor de membrană se realizează prin aceiași pori, dar în loc să treacă prin canal, proteina este transportată într-o direcție laterală către locația sa în membrană Mecanismul acestui proces nu este bine înțeles, dar se presupune că are loc o întrerupere temporară a porilor pentru a permite regiunilor hidrofobe ale proteinei să se lege de lipidele din jur Proteinele sunt transportate către și prin membrane Proteinele sunt transportate prin ER și prin aparatul Golgi Puncte cheie Toate proteinele localizate în RE, în aparatul Golgi sau în membrana plasmatică sunt mai întâi asociate cu RE în timpul sintezei Proteinele sunt transportate dintr-un compartiment în altul de vezicule membranare care înmuguresc de la suprafața unei membrane și fuzionează cu suprafața celeilalte membrane • Transportul proteinelor din mediu în celulă are loc în direcția opusă cu participarea veziculelor Integrarea unei proteine în membrană sau transportul transmembranar al acesteia sunt evenimente deosebite Dacă o proteină trebuie să treacă prin mai multe membrane, atunci legarea ei de membrană are loc în stadiul inițial al procesului de transport După aceea, rămâne în mediul membranar și este transportat de la o membrană la alta în veziculă Aceasta este, de exemplu, caracteristica proteinelor care sunt inițial asociate cu EPR, dar sunt în cele din urmă eliberate din membrana plasmatică Un sistem similar este utilizat pentru a transporta proteinele atât din celulă, cât și din interior Exocitoza este procesul prin care proteinele sunt transportate în membrana plasmatică sau în mediul extracelular (vezi Prezentare generală a căilor de exocitoză) Unele proteine sunt secretate constitutiv, adică, după sinteză, ele părăsesc întotdeauna celula Altele, produse de unele celule specializate, cum ar fi enzimele digestive, sunt eliberate numai după ce celula primește semnalul corespunzător Odată ajunsă în ER, proteina rămâne în membrană sau în lumen până când se deplasează într-o altă parte a sistemului care implică vezicule sau intră înapoi în citosol, unde suferă degradare Veziculele de transport sunt vezicule mici (de obicei - nm în diametru) care se formează în timpul "muguririi" din membrană (gis і ?) (vezi A Înțelegerea transportului vezicular al proteinelor) O veziculă înmugurie de pe suprafața unei membrane și migrează către o altă membrană, cu care fuzionează Veziculele de transport sunt numite vezicule franjuri, deoarece membrana lor este înconjurată de un înveliș proteic Diferite tipuri de vezicule diferă în compoziția membranei, care este implicată în poziționarea și selecția proteinelor transportate Proteinele solubile sunt transferate de la donor în compartimentul acceptor în timp ce se află în interiorul veziculei; iar proteinele membranare sunt transportate ca parte a membranei veziculare Aceasta înseamnă că proteina poate fi transportată din ER la aparatul Golgi prin stivele Golgi și la membrana plasmatică Importul de proteine în celulă are loc și cu participarea veziculelor mărginite Ele se formează pe membrana plasmatică și intră în celulă; acest proces se numește endocitoză (vezi Prezentare generală a căilor FIG Transferul de proteine între compartimentele legate de membrană are loc atunci când o veziculă care conţine proteine înmugurie dintr-un compartiment şi apoi fuzionează cu membrana altui compartiment endocitoză) Endocitoza urmează același mecanism ca și exocitoza, dar se desfășoară în direcția opusă Veziculele care înmuguresc din membrana plasmatică preiau material din mediul extracelular și îl returnează în membrana plasmatică Veziculele care efectuează endocitoză diferă de veziculele de exocitoză în compoziția învelișului proteic Unii agenți patogeni intră în celula gazdă prin endocitoză; într-adevăr, mitocondriile și cloroplastele își datorează originea endocitozei (vezi Celulele din interiorul celulelor: organelele învelite pot să fi apărut ca urmare a simbiozei) Figura prezintă mecanisme similare pentru transportul proteinelor nou sintetizate prin mecanismul exocitozei și pentru importul proteinelor în celulă prin mecanismul endocitozei În fiecare caz, o proteină poate fi transportată printr-o serie de evenimente de înmugurire și fuziune pe măsură ce migrează de la o suprafață a membranei la alta Unul dintre rezultatele acestui proces este că, pe măsură ce procesele de înmugurire și fuziune au loc, există o mișcare constantă a componentelor de la o membrană la alta Din punct de vedere cantitativ, în timpul exocitozei se transferă mai mult material decât în timpul endocitozei, iar transportul direct (anterograd) duce la un flux continuu de lipide din ER către membrana plasmatică Prin transport retrograd, veziculele goale returnează lipidele înapoi la membrane Acest lucru asigură integritatea membranelor Transportul vezicular al proteinelor este un proces foarte specific Principiul de bază CAPITOLUL Ce este o celulă? Veziculele de transport mută proteinele prin ER, aparatul Golgi și membrana plasmatică selecția constă în faptul că proteina este recunoscută prin prezența unui semnal specific (cel mai adesea aceasta este o secvență scurtă de aminoacizi) și este inclusă în veziculă pentru transport suplimentar În absența unui astfel de semnal, proteina rămâne în compartimentul în care se află sau se mișcă mai încet Veziculele în devenire pot include în mod selectiv proteine care trebuie transportate, lăsând proteinele rezidente din organele pe loc se întâmplă într-un ritm foarte lent Prin urmare, într-o celulă vie, dobândirea unei conformații native de către o proteină necesită participarea unor ajutoare suplimentare Proteinele care ajută la plierea altor proteine se numesc chaperone Chaperonii recunosc regiuni ale moleculei proteice care sunt ascunse în conformația matură, dar sunt ușor accesibile în timpul sintezei sale De obicei, aceste regiuni includ regiuni hidrofobe care se agregează în molecula de proteină matură În timpul sintezei, proteina părăsește ribozomul sub forma unei molecule liniare constând din aminoacizi, iar însoțitorii recunosc locuri capabile de agregare Prin legarea reversibilă de aceste site-uri, însoțitorii împiedică interacțiunile aleatorii în lanțul proteic și permit moleculei să se plieze doar într-un mod care să asigure formarea unei structuri native Chaperonii sunt, de asemenea, implicați în îndepărtarea moleculelor deteriorate din celulă Când structura proteinei este perturbată, de exemplu, atunci când este expusă la temperatură ridicată, conformația acesteia se modifică Acest lucru deschide aceleași regiuni (de obicei hidrofobe) care au fost accesibile însoțitorilor în timpul sintezei Aceste regiuni devin markeri pentru a identifica proteina deteriorată și pentru a o marca pentru degradare Însoțitorii se găsesc în toate compartimentele celulei În citosol, acestea asigură plierea moleculelor de proteine pe măsură ce sunt sintetizate pe ribozomi În lumenul organelelor, ele ajută la stabilirea structurii native a proteinelor pe măsură ce trec prin membrană (Pentru mai multe despre însoțitori, consultați Adresarea membranei a proteinelor ) Capacitatea de a plia și desfășura structurile proteinelor este o trăsătură caracteristică tuturor celulelor Forma unei celule eucariote este determinată de citoscheletul acesteia Puncte cheie Poziția de bază Conformația moleculelor proteice este determinată de structura lor primară Cu toate acestea, în majoritatea cazurilor, conformația nativă nu apare spontan și este necesară participarea însoțitorilor Activitatea biologică a proteinelor depinde de structura lor terțiară De obicei, o moleculă de enzimă conține un situs activ care determină activitatea sa catalitică O proteină structurală care face parte dintr-o subunitate oligomerică are situsuri care asigură interacțiunea sa cu alte subunități și/sau cu o structură care îndeplinește anumite funcții În orice caz, rolul cel mai semnificativ este jucat de capacitatea proteinei de a se plia pentru a forma o structură nativă Acest proces are loc rar spontan și mai des este necesară interacțiunea proteinei sintetizate cu alte proteine Chiar dacă structura nativă se formează spontan, Citoscheletul unei celule eucariote este o rețea internă de componente fibrilare, inclusiv microtubuli, filamente de actină și filamente intermediare Citoscheletul are diverse funcții, inclusiv fixează organele din celulă Termenul de citoschelet se referă la rețeaua de componente fibrilare care este prezentă în majoritatea celulelor eucariote Această rețea creează o structură internă destul de rigidă care determină forma celulei De exemplu, celulele epiteliale sunt cuboidale, în timp ce neuronii au axoni foarte lungi și subțiri Pe lângă menținerea structurii celulare, citoscheletul are și alte funcții De exemplu, substraturile proteice se pot lega de citoschelet folosind motoare moleculare care folosesc filamente ca ghiduri pentru a transporta substraturi proteice la locurile lor de localizare Forma unei celule eucariote este determinată de citoscheletul său Citoscheletul este o structură dinamică Este format din trei componente fibrilare Fiecare componentă este o structură polimerică formată din repetări ale subunităților proteice Filamentele sunt structuri dinamice Este posibil să adăugați la ele sau să despărțiți subunități din ele Ca urmare a treadmilling, structura filamentului este asamblată de la un capăt și disocierea acesteia de la celălalt Cele trei componente ale rețelei fibrilare se numesc microtubuli, filamente de actină și filamente intermediare Microtubulii sunt polimeri ai tubulinei, un dimer format din două proteine similare structural, a- și ( -tubulin) Aceștia formează tuburi goale de aproximativ nm în diametru Microtubulii sunt instabili dinamic, iar interacțiunea cu alte proteine are un efect stabilizator asupra lor Microtubulii sunt implicați în menținerea structurii celulei Când majoritatea celulelor sunt expuse la substanțe care provoacă disocierea microtubulilor, celulele își pierd forma și se transformă în formațiuni sferice Când microtubulii se disociază, reticulul endoplasmatic se adună în jurul nucleului și fragmentarea apare aparatul Golgi, ceea ce indică rolul important jucat de microtubuli în menținerea structurii acestor organite Diversitatea structurilor celulare formate cu participarea microtubulilor poate fi ilustrată prin exemplul proceselor fibroblastelor și neuronilor Fibroblastele sunt celule mobile care pot migra în tot corpul În aceste celule, așa cum se arată în sistem, microtubulii formează o formațiune stelată care iese dintr-un singur punct situat în apropierea nucleului În schimb, procesele lungi (axoni și dendrite) care se extind din corpul neuronului conțin mănunchiuri paralele de microtubuli foarte lungi (Fig i h) Ambele tipuri de aranjament MT sunt elemente structurale care dezvoltă forță atunci când sunt întinse și servesc drept ghiduri pentru mișcarea proteinelor cu ajutorul motoarelor moleculare De fiecare dată când microtubulii se divid, ei suferă modificări puternice, până la o reorganizare completă a structurii lor Figura i prezintă modificările care apar în mitoză atunci când rețeaua de microtubuli se disociază complet și este înlocuită cu un fus Filamentele de actină sunt formate din subunități proteice de actină Actina este una dintre cele mai comune proteine ale celulelor eucariote și cea mai conservată din punct de vedere evolutiv În filament, toate subunitățile de actină au aceeași polaritate, în care locul de legare a ATP la un capăt contactează subunitatea următoare Filamentul de actină este un polimer format din două fire dispuse ca două fire răsucite de margele care formează un mănunchi de aproximativ nm în diametru FIG Fotografia unui fibroblast la microscop fluorescent Microtubulii sunt colorați cu un colorant specific Este prezentată poziția nucleului și a membranei celulare Prin amabilitatea Lynn Cassimeri, Universitatea Lehigh Rii, : Excrescențele unui neuron conțin microtubuli foarte lungi Prin amabilitatea Ginger Whitere, Colegiul Whitman z STILUL ARBĂTORULUI Microtubuli cinetocori microtubuli polari Microtubuli astrali Într-o celulă care se divide, există un fus format din microtubuli În fotografia făcută la microscop fluorescent, microtubulii, cromozomii și centriolii sunt colorați în verde, albastru și, respectiv, galben Prin amabilitatea lui Christian Rogi, Universitatea din Cambridge CAPITOLUL Ce este o celulă? Fotografia unui fibroblast într-un microscop electronic O rețea de filamente de actină este vizibilă de-a lungul marginii celulei Prin amabilitatea Tatiana M Svitkina, Universitatea din Pennsylvania Potrivit lui Motta, R M Progrese recente în microscopia celulelor, țesuturilor și organelor (r) de Antonio Delfino Editore-Roma Gradientul de concentrație al diferiților ioni care există pe ambele părți ale membranei unei celule musculare scheletice de mamifer Sunt prezentate razele atomice relative ale ionilor în stare nehidratată Principalele tipuri de proteine membranare de transport sunt canalele și purtătorii faţă de anumiţi metaboliţi În funcție de natura procesului de transport, proteinele de transport membranar se împart în două grupe: canale și purtători (Fig d ^) Proteinele canalului conțin pori prin care metaboliții trec cu viteză mare atunci când canalul este deschis Proteina purtătoare leagă metabolitul situat pe o parte a membranei, după care conformația acestuia se schimbă, iar metabolitul este eliberat de cealaltă parte a membranei Există mai multe tipuri de proteine care formează canale în membrane Porinele, prezente în celulele unor procariote, în mitocondrii și în nexusurile unde se conectează citoplasma celulelor învecinate, permit trecerea metaboliților în funcție de mărimea lor moleculară (vezi Joncțiunile gap asigură transferul direct de molecule între celulele adiacente) Canalele mai selective includ complecși de pori nucleari și canale care mișcă proteinele prin membrana reticulului endoplasmatic (vezi Structura nucleară și transportul nuclear și Poziționarea membranei proteinelor) Acest capitol va lua în considerare canalele ionice și acvaporinele, prin care se realizează transportul transmembranar selectiv al ionilor și, respectiv, al moleculelor de apă Până în prezent, au fost descrise peste de tipuri diferite de proteine de canal Toate au următoarele caracteristici: • selectivitate în raport cu metabolitul transferat, • rata mare de transfer a metaboliţilor şi • un mecanism de poartă care reglează transportul metaboliților Secțiunea proteinei canalului prin care are loc transportul transmembranar se numește porul canalului Canalul poate fi în mai multe diferite orice configurații Unele canale constau dintr-o singură proteină ale cărei segmente transmembranare formează un por Alții există ca oligomeri alcătuiți din subunități identice sau diferite care formează împreună un por În cele din urmă, există canale formate din două sau mai multe subunități, fiecare dintre ele formând un por Adesea, complexele oligomerice de canal sunt reglate sau poziționate pe membrane specifice prin subunități suplimentare Majoritatea proteinelor canalelor sunt foarte selective pentru anumiți metaboliți, cum ar fi ionii de sodiu (Na+), potasiu (K+), calciu (Ca +), clorură (C ) sau apă Alte proteine ale canalelor sunt canale cationice sau anionice neselective După cum se va arăta mai jos, atunci când se iau în considerare proprietățile proteinelor specifice canalelor, porii lor sunt caracterizați de anumite caracteristici structurale, adică sunt un filtru selectiv care le permite să prezinte selectivitate față de diferiți metaboliți Direcția fluxului de ioni de soluție prin canal este determinată de gradientul electrochimic Cu alte cuvinte, metaboliții se deplasează prin canal într-o direcție favorabilă din punct de vedere energetic, adică de-a lungul unui gradient electrochimic De exemplu, pentru o celulă de repaus prezentată schematic în Fig , există un flux de ioni direcționat în celulă prin canalele Na + -, Ca + -, C și cel opus, trecând prin canalele K + Deoarece alte surse de energie, cu excepția gradientului electrochimic, nu sunt utilizate în acest caz, acest tip de transport se numește pasiv Proteinele canalului asigură o rată mare de transport Astfel, pentru canalele ionice, viteza este ІО în s, care este aproape de viteza maximă de difuzie a ionilor într-un mediu apos Proteinele canalului formează pori La legarea unui metabolit transferat, proteinele purtătoare își schimbă conformația Închis Deschis Canalele J și transportoarele sunt cele două tipuri principale de proteine de transport membranar Metaboliții dizolvați difuzează prin porii canalelor cu viteză maximă, iar purtătorii leagă metabolitul pe o parte a membranei, apoi suferă modificări conformaționale și îl eliberează pe cealaltă parte Acest proces decurge mult mai lent CAPITOLUL Transportul proteinelor și al moleculelor mici prin membrane Proteinele membranei de transport controlează diferite funcții celulare cu participarea mecanismului de poartă Acest mecanism se bazează pe inducerea modificărilor conformaționale ale proteinei ca răspuns la impactul unui anumit stimul Aceste modificări duc la deschiderea sau închiderea canalului De exemplu, deschiderea și închiderea canalelor ionice pot fi reglate de liganzi, mărimea potențialului electric, influențe mecanice sau termice Canalele pot fi activate foarte rapid, ceea ce le face un instrument ideal pentru procesarea semnalelor care intră în celulă De exemplu, transmiterea unui impuls nervos depinde de sarcina electrică creată de canalul ionic din membrană Canalele joacă, de asemenea, un rol important în reglarea volumului celular și a pH-ului intracelular, în transportul sărurilor și apei prin celulele epiteliale, în acidificarea organitelor intracelulare și în semnalizarea extracelulară Atunci când transportă substraturi împotriva unui gradient de concentrație, proteinele purtătoare folosesc energia liberă a gradientului electrochimic, ATP sau alte surse Deoarece se consumă energie în timpul acestui proces, procesul se numește transport activ Proteinele purtătoare sunt clasificate în două grupe, transportoare și pompe ( b, p și y ( ) Functionare formarea canalelor și poziționarea acestuia pe membrană necesită participarea tuturor subunităților Prezența secvențelor hidrofobe și hidrofile în subunitatea oc sugerează existența a patru structuri formatoare de pori, fiecare dintre ele constând din segmentele transmembranare și și o buclă de pori, care face parte din filtrul selectiv De asemenea, se presupune că există patru segmente senzoriale, fiecare dintre ele este format din segmentele transmembranare - Acest tip de organizare transmembranară amintește de canalele de Na+ dependente de tensiune (vezi figurile și Canalele de Na+ dependente de tensiune sunt activate atunci când membrana este depolarizată și transmit semnale electrice) și canalele K+ (vezi Diverse canale K+ folosesc porți similare care deschide și închide după diferite mecanisme) Subunitatea p este implicată în inactivarea și închiderea canalului Împreună cu subunitatea α, poate controla poarta ? și S Structura sugerată a subunităților canalului Ca + de tip I Partea de jos prezintă o structură tridimensională obținută prin metoda criomicroscopiei electronice Din Serysheva, , et al PNAS : - Copyright Academia Națională de Științe Prin amabilitatea Susan L Hamilton, Colegiul de Medicină Baylor Canalele de Ca + ale membranei plasmatice activează funcțiile intracelulare mecanism datorat interacțiunii cu segmentul transmembranar formator de pori S al domeniului I Folosind metoda criomicroscopiei electronice s-au obținut date care au făcut posibilă propunerea unei structuri tridimensionale care să descrie structura canalului Ca + de tip L dependent de tensiune După cum se arată în fig , canalul este o proteină asimetrică, în formă de inimă și echipată cu o formă de mâner în partea largă Majoritatea este localizată în afara celulei și include o structură asemănătoare mânerului, subunitatea a , regiunea N-terminală a subunității și buclele extracelulare ale subunităților oc și y Canalele de Ca + au o selectivitate ridicată pentru ionii de Ca + și ionii de transport la o rată mare Ionii de Na + sunt printre cei mai comuni cationi extracelulari, iar concentrația lor este de aproape de ori mai mare decât concentrația ionilor de Ca + (Fig ) Diametrul ionilor de Na+ este apropiat de diametrul ionilor de Ca + ( , Â) Prin urmare, este imposibil să le separăm cu ajutorul unei simple site moleculare Cum ating canalele de Ca + o selectivitate ridicată pentru ionii de Ca + și, în același timp, asigură transportul rapid al acestora? Porii canalelor K+ au filtre selective care imită un mediu apos care stabilizează ionii transportați La trecerea prin filtru, ionii suferă deshidratare De exemplu, filtrele selective ale canalelor K+ au patru bucle P, care formează o structură destul de rigidă căptușită cu atomi de oxigen din grupa carbonil din interior Acest lucru realizează o anumită aranjare a ionilor K + pe calea de transport (vezi , canale K + asigură transport selectiv și rapid de ioni) Filtrul selectiv al canalelor de Ca + dependente de tensiune este, probabil, format și din patru bucle P Cu toate acestea, se crede că este o structură mai flexibilă, fiecare P-buclă acesta din urmă conține un reziduu de glutamină, iar calea de transport a ionilor este căptușită cu atomi de oxigen nu din carbonil, ci din grupări carboxil (P n ln ) (Acest design seamănă cu brațul EF al site-ului de legare a Ca +, când ionul este situat într-o cavitate care conține atomi de oxigen, mulți dintre care aparțin grupărilor carboxil ) Patru resturi de glutamină formează așa-numitele Locus EEEE, o structură conservată caracteristică canalelor de Ca + Locusul EEEE controlează transportul preferențial al ionilor de Ca + față de alți cationi Înlocuirea oricăruia dintre cele patru resturi de glutamat cu alți aminoacizi reduce drastic selectivitatea canalului pentru ionii de Ca + Se presupune că legarea specifică a ionilor de Ca + în regiunea gurii porilor este asigurată de lanțurile laterale ale acidului glutamic Acest lucru este confirmat de datele măsurătorilor electrofiziologice in vitro, care demonstrează că în absența ionilor de Ca +, ionii de Na+ încep să treacă prin canalele de Ca + Ionii de Na+ trec prin canal mai repede decât ionii de Ca + Rata mai mică de transport a ionilor de Ca + sugerează că aceștia se leagă mai puternic de porii canalului Acest lucru previne intrarea ionilor de sodiu în por, în ciuda faptului că spațiul lor extracelular conține mai mult de ioni de Ca + Afinitatea canalelor pentru ionii de Ca + este de aproximativ - M Cu toate acestea, viteza de transport calculată pe baza acestor date este de de ori mai mică decât cea măsurată, care este de pe s Pentru a rezolva această contradicție, a fost propus un model special Conform acestui model, locusul EEEE este capabil să lege mai mulți ioni de Ca +, iar ionul care pătrunde în por, datorită forțelor de repulsie electrostatică emergente, determină eliberarea ionului Ca + legat din interior (vezi Fig ) Astfel, repulsia electrostatică ajută la depășirea forței afinității FIG /R Mecanism ipotetic care descrie transportul Ca + prin canal cu participarea locusului EEEE Ionii de Ca + stabilizează energetic atomii de oxigen ai grupărilor carboxil și împiedică transportul ionilor de Na+, care nu au o sarcină pozitivă suficientă pentru a intra în locusul EEEE și a suferi o deshidratare eficientă acolo Forțele repulsive electrostatice existente în porul dintre ionii de Ca + facilitează difuzia rapidă CAPITOLUL Transportul proteinelor și al moleculelor mici prin membrane legarea ta de Ca +, ceea ce i-ar încetini transportul Acest model este similar cu cel propus pentru canalele K+, care s-au dovedit a avea mai multe site-uri de legare a cationilor (vezi , canale K+ asigură transport selectiv și rapid de ioni) Canalele de Ca + dependente de tensiune sunt ținte clinice majore pentru medicamentele utilizate în tratamentul hipertensiunii arteriale și a altor boli Printre cele mai frecvent utilizate medicamente sunt fenilalchilaminele, benzotiazepinele și dihidropiridinele, care sunt denumite în mod obișnuit antagoniști de calciu Inițial, antagoniștii de Ca + au fost introduși în practica clinică pentru tratamentul hipertensiunii arteriale ca vasodilatatori Au redus nivelul de Ca + în mușchii netezi, cum ar fi în peretele vaselor de sânge, ducând la scăderea tonusului și a tensiunii arteriale Experimentele de mutageneză direcționată pe site și de legare a medicamentelor au identificat situsuri de legare a medicamentelor Ele sunt localizate în segmentele S și S din domeniul III și în segmentul S din domeniul IV, situat pe partea citoplasmatică a filtrului selectiv (vezi Fig ) Inhibitorii seriei de fenilalchilamine blochează canalele de Ca + datorită interacțiunii directe cu reziduurile de glutamat ale buclei P a filtrului selectiv, care sunt situate pe partea laterală a citoplasmei, în timp ce dihidropirimidinele și benzotiazepinele pătrund în porul canalului din partea laterală a filtrului gura exterioară Canalele SG îndeplinesc diverse funcții biologice Puncte cheie Canalele CL sunt canale anionice și au diferite funcții fiziologice Selectivitatea canalelor CL este asigurată de aranjarea antiparalelă a subunităților Conducția selectivă și porțile în canalele SG sunt cuplate structural Canalele K+- și CI folosesc diferite mecanisme de evaluare și selectivitate Canalele de clorură (CE) aparțin unui grup mare de canale anionice Ca și alte canale ionice, proteinele canalului de clorură formează pori în membranele biologice Canalele CE asigură transportul ionilor CE încărcați negativ în direcția gradientului lor electrochimic În experimentele in vitro, canalele CE funcționează ca canale anionice neselective, care uneori sunt capabile să transporte alți anioni chiar mai bine decât CE Cu toate acestea, CE este unul dintre anionii cei mai răspândiți în celulă și, prin urmare, un vivo, anionii CE sunt transportați în principal prin astfel de canale Canalele de clor se găsesc în membrana plasmatică și în membranele organelelor intracelulare Printre cele mai importante funcții ale acestora se numără reglarea volumului celular, homeostazia ionică și transportul ionic transepitelial Transportul CE prin membrana plasmatică joacă un rol important în reglarea excitabilității mușchilor și neuronilor Când compartimentele intracelulare, cum ar fi endozomii, sunt acidificate, transportul CE în ele prin canalele adecvate neutralizează sarcina pozitivă a protonilor transportați de H+-ATPaza (vezi H^-ATPaza transportă protoni din citosol) Genele care codifică proteinele canalului CR aparțin a trei familii diferite Primul grup este genele familiei CLC, care include mai multe gene care codifică proteine ale membranei plasmatice, precum și membrane ale compartimentelor intracelulare Canalele CLC sunt prezente în toate organismele, de la bacterii la oameni, și, la rândul lor, sunt împărțite în subgrupe pe baza principiului omologiei Al doilea grup include purtători ABC care funcționează ca canale ionice Singurul membru al acestui grup este regulatorul transportului transmembranar în fibroza chistică (vezi Anexa Mutațiile în genele proteinei canalului anionic provoacă fibroza chistică) Al treilea grup include receptorii acidului y-aminobutiric sub controlul liganzilor și receptorilor pentru glicină Toți sunt reprezentanți ai grupului de canale CE cu funcții specializate în SNC Canalele CLC CE sunt homodimeri, fiecare subunitate formând un por conductor separat Analiza de difracție cu raze X a canalelor CLC CE ale celulelor eucariote nu a fost efectuată și nu avem date despre structura lor atomică Cu toate acestea, structura cristalină a proteinelor bacteriene corespunzătoare a fost caracterizată Aceste proteine funcționează ca purtători, transportând ionii CE în schimbul protonilor, și nu ca canale de clorură, așa cum se credea anterior Cu toate acestea, rezultatele secvențierii purtătorilor bacterieni demonstrează similaritatea lor cu canalele eucariote CLC CE Într-adevăr, vectorii CLC bacterieni sunt, de asemenea, homodimeri (Fig ) Fiecare subunitate constă din elice a asamblate într-un complex transmembranar complex Jumătatea N-terminală (helicele A-I) a unei subunități este similară ca structură cu jumătatea C-terminală (helicele JR) Cele două jumătăți ale subunității au o orientare a membranei opusă (anti-paralelă), asemănătoare cu structura canalelor de acvaporină (vezi Transportul selectiv al apei are loc prin canalele de acvaporină) Cea mai importantă proprietate a tuturor canalelor CLC CE este conjugarea internă a conducției ionice și mecanismul de poartă Aceasta rezultă din structura filtrului selectiv CLC al celulelor procariote În centrul structurii proteice, în partea cea mai îngustă a porului, există un filtru selectiv, iar gura porului are forma unui pahar de ceas Selectivitatea canalului, care determină transportul predominant de anioni prin el, este legată de Canalele CE îndeplinesc diverse funcții biologice Structura schematică a complexului CLC С " de transport bacterian și structura sa conform datelor cristalografice cu raze X Proteinele de transport CL' din familia CLC formează homodimeri și fiecare subunitate formează un por separat Părțile subunității proteice care formează filtrul selectiv sunt evidențiate cu portocaliu Modelul structurii cristaline a fost construit pe baza datelor din fișierul Protein Data Bank KPK Vederea din spațiul extracelular are o scară mai mică decât vederea laterală Poziția sugerată a membranei este afișată cu două caracteristici structurale Primul este că grupurile N-terminale încărcate pozitiv ale celor patru segmente elicoidale cx (D, F, N și R) sunt îndreptate către planul central al membranei (vezi Fig ) A doua caracteristică se referă la reziduurile de aminoacizi care căptușesc porii Ele formează legături de hidrogen cu ionii C (r p Ca +-ATPaza reticulului sarcoplasmatic, despre care a fost discutat în secțiunea anterioară (vezi Ca +-ATPaza pompează Ca + în interiorul CAPITOLUL Transportul proteinelor și al moleculelor mici prin membrane depozite ricelulare) ATPazele de tip P sunt enzime care, la autofosforilarea unui reziduu de acid aspartic prin transport ionic, formează un intermediar fosforilat În procesul de autofosforilare a ATPazelor de tip P, gruparea y-fosfat a ATP este transferată la locul activ al enzimei Pentru fiecare moleculă de ATP hidrolizată, se schimbă trei ioni Na+ din citosol și doi ioni K+ din mediul extracelular Na+/K+-ATPaza funcționează cu o rată de de rotații pe s În comparație cu fluxul de ioni prin porii canalelor, această rată de transport pare să fie scăzută Transportul prin canale are loc cu o rată de ІО -ІО ioni pe s, adică aproape de viteza de difuzie a ionilor în apă Au fost caracterizate principalele etape ale ciclului de transport ionic enzimatic, care are loc cu participarea Pa+/K+-ATPazei Ele sunt afișate în schema Post-Albers (adică ;) Această schemă a fost inițial propus pentru Na+/K+-ATPaza, și apoi utilizat pentru a identifica stările specifice ale moleculei tuturor ATPazelor de tip P Conform schemei Post-Albers, ATPazele de tip P pot adopta două conformații diferite, care sunt denumite enzimă (EJ și enzima (E ) Fiind în aceste conformații, ei sunt capabili să lege, să captureze și să transporte ionii Aceste modificări conformaționale apar din cauza reacției de fosforilare-defosforilare: • În conformația Ei, ionii intracelulari de ATP și Na+ se leagă cu afinitate mare de ATPază În acest caz, enzima trece în starea E ATP( Na+), are loc fosforilarea dependentă de ATP a reziduului de acid aspartic și captarea a trei ioni Na+ în conformația Ei~P( Na+) • Modificarea ulterioară a conformației duce la formarea stării E -P, la scăderea afinității pentru ionii de sodiu și la eliberarea acestora în spațiul extracelular Afinitatea enzimei pentru ionii K+ crește • Legarea la ATPaza a ionilor K+ situati in spatiul extracelular duce la defosforilarea E -P( K+) si la captarea a doi ioni K+ cu trecere la starea E ( K+) • Când ATP intracelular este legat, conformația se schimbă și ionii K+ sunt separați În acest caz, apare starea E^TP, iar legarea sodiului intracelular duce la conformația E]ATP( Na+) la și eu , i Schema post-Albers pentru ciclul de lucru Ma+/K+-ATPaza Legătura macroergică de fosfat este desemnată ca E ~P Figura din centru arată întregul ciclu al enzimei Gradienții de ioni Na+ și K+ sunt afișați de-a lungul părților laterale ale membranei plasmatice a unei celule animale în repaus Ma+/K+-ATPaza menține gradientul de concentrație Na+ și K+ pe membrana plasmatică O analiză a structurii primare a proteinelor sugerează că toate ATPazele de tip P au aceeași structură spațială și mecanism de transport Na + / K + -ATPaza constă din două subunități, catalitică a, care este aceeași pentru toate ATPazele de tip P și o subunitate de reglare, ( , care este specifică pentru fiecare ATPază (Fig ) Subunitate mai mică ( ) are un domeniu transmembranar, care stabilizează subunitatea a și determină orientarea ATPazei în membrană În celulele unor țesuturi, activitatea Na + / K + -ATPazei este probabil reglată de o altă proteină, subunitatea y subunitatea a conține situsuri de legare pentru ATP, precum și pentru ionii Na + și K + Această subunitate singură este capabilă de transport ionic, așa cum se arată în experimentele de expresie heterologă și în studiile electrofiziologice Structura subunității a a Na + / K + -ATPazei, construită conform microscopiei crioelectronice, seamănă cu structura SERCA Ca + -ATPazei (Fig ) La fel ca pompa SERCA, această subunitate constă din elice transmembranare a (vezi Figura ) Domeniul P intracelular, situat între segmentele transmembranare și , conține un situs de fosforilare care are o structură comună pentru toate ATPazele de tip P Acest situs este reprezentat de restul Asp în secvența caracteristică Asp-Lys-Thr-Gly-Thr-Leu-Thr Legarea ionilor ATP și Na+ induce modificări semnificative în conformația buclei care leagă domeniile N- și P Aceste modificări aduc site-ul de legare ATP pe domeniul N mai aproape de situsul de fosforilare pe domeniul P Na+/K+-ATPaza este o pompă-generatoare de ioni În condiții fiziologice normale, energia liberă a hidrolizei ATP (ASatf) este cheltuită pentru transportul a trei ioni Na + din celulă în schimbul a doi ioni de potasiu, iar ionii sunt transportați împotriva gradientului lor de concentrație Astfel, celula pierde totalul sarcină pozitivă Acest lucru contribuie la creșterea sarcinii negative a citosolului în comparație cu mediul extracelular Ca urmare, pe părțile laterale ale membranei celulare apar o diferență de potențial și un gradient ionic osmotic (pentru mai multe detalii despre potențialul membranei, vezi Gradientul electrochimic de pe ambele părți ale membranei creează un potențial de membrană) ATPazele de tip P sunt pompe ionice care utilizează energia hidrolizei ATP pentru a menține un gradient de ioni transmembranar Deoarece fiecare pas al ciclului enzimatic este reversibil, ATPazele de tip P pot produce, în principiu, ATP folosind energia potențialului transmembranar Astfel, Na+/K+-ATPaza are o anumită capacitate de a funcționa în direcția opusă În acest caz, ionii Na + vor intra în celulă, iar ionii K + vor pleca de acolo, ceea ce va duce la faptul că fluxul de ioni va fi direcționat predominant în celulă Transportul obișnuit al ionilor Na+ din celulă și al ionilor K+ în celulă are loc atâta timp cât valoarea А-atp depășește energia electrochimică a gradientului ionic corespunzător Când energia necesară pentru transportul activ al ionilor de Na + și K + devine egală cu A-atf, fluxul de ioni se oprește Această valoare reprezintă potențialul de inversare a funcționării Na+/K+-ATPazei, adică valoarea potențialului de membrană sub care enzima începe să lucreze în direcția opusă Valoarea potențialului de inversare este de aproximativ - mV, adică este o valoare mult mai negativă decât potențialul de membrană al oricărei celule în condiții fiziologice Prin urmare, este puțin probabil ca un flux de ioni Na + să poată intra în celulă, ceea ce are consecințe periculoase pentru aceasta Totuși, totul se poate schimba cu o scădere a aportului de sânge, de exemplu, cu infarct miocardic sau cu intoxicații, ducând la o lipsă de ATP sau o creștere a abruptului gradienților de ioni Ma+/K+-ATPaza CITOPLLASMA Dar ii Detergenții pot fi utilizați pentru a disocia microzomii ER în micele mici de proteine și lipide Ulterior, miceliile pot fi supuse fracționării pentru a izola proteinele dorite După îndepărtarea detergentului și adăugarea de noi lipide, se formează vezicule care conțin doar proteinele necesare CAPITOLUL Adresarea pe membrană a proteinelor • Sss p (Sec la mamifere) și • Sbh p (Sec p la mamifere) Împreună, aceste trei componente formează complexul heterotrimeric Sec Structura detaliată a complexului Sec a fost stabilită folosind datele obținute pentru complexul SecY al arheebacterii Metbanococcus jannascbii, care este similar structural și funcțional cu Sec eucariotic Caracteristicile structurale ale complexului fac posibilă evidențierea mai multor caracteristici importante ale canalului de translocare În primul rând, trebuie remarcat faptul că partea interioară a canalului constă din domenii transmembranare Sec și are forma unui geam de ceas Orificiul, asemănător unui por, este închis de un mic dop, care face parte din structura Sec a (Fig h i ) Pe partea de ribozom (adică, citosol), domeniile transmembranare - ale Sec a formează o jumătate a structurii cochiliei, iar domeniile transmembranare - formează cealaltă jumătate Între cele două jumătăți se află proteina Sec y Lanțul proteic trebuie să treacă prin porul central al canalului; pentru a face acest lucru, gaura trebuie să fie deschisă Pentru a elucida mecanismul deschiderii porilor, au fost efectuate experimente biochimice, care au făcut posibilă identificarea secțiunilor canalului adiacente unul altuia Primul eveniment de la începutul translocării este recunoașterea secvenței semnal de către proteinele canalului (pentru detalii, vezi - Pentru majoritatea proteinelor secretoare și transmembranare eucariote, translația este asociată cu translocarea) Probabil, acest lucru elimină mufa canalului Este important de reținut că recunoașterea are loc numai după ce lanțul proteic a ocupat deja canalul, adică când există o proteină în por, și nu un dop (Fig ) Rețineți că porul canalului este destul de îngust și este înconjurat de resturi flexibile de aminoacizi hidrofobe Prin urmare, lanțul proteic care trece prin por ocupă probabil tot spațiul, iar transportul ionilor prin canal este foarte dificil Chiar înainte ca structura complexului Sec să fie elucidată, s-a determinat că acesta este un trimer sau tetramer și s-a presupus că formarea canalului necesită OREZ Pereții canalului au forma unor ochelari de ceas Deschiderea centrală a porului este închisă de un mic dop, care se deschide după legarea secvenței semnal de proteinele canalului În cadrul din dreapta au fost îndepărtate niște elice transmembranare și este vizibil un por, ai cărui pereți seamănă cu ochelarii de ceas în formă Din partea laterală a citosolului sunt vizibile spirale transmembranare, dispuse sub formă de înveliș Modelul a fost construit conform Protein Data Bankfile RHZ Transloconul este un canal de apă care permite trecerea proteinelor ■ - ,- Wrap Secvență de semnal Stub-ul se închide La legarea semnalului pori fără pori onale follower- circuit trece prin canal apar modificări formaționale, în urma cărora dopul este deplasat în lateral Legarea secvenței semnal de proteinele canalului cauzează probabil o schimbare conformațională care deschide canalul și permite lanțului proteic să treacă dimo mai multe copii ale complexului Cu toate acestea, în prezent, acest lucru pare puțin probabil și, cel mai probabil, o singură copie a Sec formează canalul (adică, câte o moleculă Sec a, Sec ip și Sec y) Motivul pentru care sunt necesare trei sau patru copii ale Sec pentru formarea canalului rămâne neclar Deși Sec formează direct canalul, există și alte proteine în apropiere, iar complexul Sec poate fi considerat ca o schelă pe care sunt asamblate proteinele ER, care sunt implicate în transfer, precum și în modificarea și formarea structurii native a proteinei De exemplu, în fiecare translocon activ, împreună cu ribozomul și complexul SR descris mai sus, există o peptidază semnal care scindează secvența semnal din proteina transferată De asemenea, în translocon se află oligozaharide - transferaza (OST), care este un complex de enzime care atașează covalent reziduurile de zahăr de lanțurile proteice Alte proteine, ale căror funcții rămân neclare, interacționează, de asemenea, cu lanțul în creștere Secvența semnal și domeniile transmembranare sunt adesea asociate cu așa-numitele "proteina de transport asociată membranei (TRAM)" Spre deosebire de enzimele care degradează sau modifică secțiuni ale lanțului rezultat, proteina TRAM este necesară pentru transferul anumitor proteine în mai multe etape ale acestui proces Un alt complex proteic implicat în transport se numește proteină asociată transloconului (TRAP) Este la fel de comun ca Sec a și facilitează recunoașterea secvenței semnalului de către proteinele canalului, deși mecanismul său de acțiune rămâne necunoscut Evident, canalul de transport nu funcționează izolat, dar, aparent, face parte dintr-un complex proteic mare care reglează procesul de translocare Astfel, dacă este necesar, celula poate schimba în orice moment procesul de translocare a proteinelor individuale Pentru majoritatea proteinelor secretoare și transmembranare translația eucariotă este cuplată cu translocarea Puncte cheie • Interacțiunea dintre translocon și secvența semnalului duce la deschiderea canalului și inițierea translocației • Detaliile mecanismului de translocare variază pentru diferite proteine După abordarea și ancorarea lanțului proteic în creștere asociat ribozomului, transportul polipeptidei prin membrană trebuie să înceapă Majoritatea datelor despre acest proces au fost obținute prin studierea unui număr relativ mic de proteine model într-un sistem de translocare fără celule Eficiența transferului depinde de coordonarea interacțiunilor dintre lanțul proteic, canal și ribozom Aceste interacțiuni modifică structura canalului și legarea acestuia de ribozom și catena rezultată După eliberarea secvenței semnal din SRP pe membrana ER, singura forță care ține ribozomul pe membrană este interacțiunea acestuia cu canalul Această interacțiune nu este suficientă pentru a începe transferul lanțului nou format, ocolind stadiul recunoașterii acestuia pe membrana ER Această etapă este necesară deoarece, indiferent de substratul de translație, ribozomii înșiși au o afinitate nu foarte mare, dar semnificativă pentru canal Dacă doar interacțiunea ribozomului cu transloconul ar fi suficientă pentru a iniția translocarea, atunci și proteinele citosolului ar putea începe să fie transferate Această posibilitate este împiedicată de următoarele CAPITOLUL Adresarea pe membrană a proteinelor acostarea etapei în care canalul trebuie să învețe secvența semnalului ilustrează modificări în interacțiunea ribozomului cu transloconul la recunoașterea secvenței semnal După andocare și eliberare SRP, ribozomul rămâne doar slab legat de translocon În acest caz, secvența semnal și restul lanțului nou format sunt orientate spre citosol, dar sunt în imediata apropiere a capătului canalului La scurt timp după reluarea alungirii lanțului proteic, secvența semnal este recunoscută de Sec a Se presupune că pentru recunoaștere este necesar ca secvența semnal să fie introdusă în canal pliat sub forma unei bucle, cu capătul N-terminal orientat spre citosol, iar capătul C-terminal către lumenul RE Cu această orientare, eliberarea proteinei din ribozom în lumenul ER are loc prin canal Recunoașterea secvenței semnalului și începutul intrării sale în canal sunt etapele inițiale ale translocației catenei Probabil și ei includ deplasarea dopului care închide deschiderea canalului și inserarea în por a unei porțiuni din lanțul matur (adică, situată imediat după secvența semnalului) Odată ce se întâmplă acest lucru, legătura dintre ribozom și canal devine mai puternică După adresare, toate aceste procese, de la pătrunderea în porul secvenței semnalului până la deschiderea canalului, sunt foarte rapide Este necesară doar o mică alungire suplimentară a polipeptidei, iar evenimentele descrise sunt finalizate cu mult înainte ca majoritatea proteinei să aibă timp să fie sintetizată Pentru ca un lanț proteic secretor să înceapă translocarea, este necesar ca lungimea sa, situată în afara ribozomului, să fie de doar aproximativ patruzeci de aminoacizi Dacă canalul este deschis, atunci majoritatea proteinelor secretoare sunt transferate în lumen înainte de sfârșitul translației Anterior, se credea că forța de interacțiune dintre ribozom și translocon este atât de mare încât aceste componente sunt strâns legate între ele, ceea ce împiedică transferul lanțului transferat să intre în citosol Cu toate acestea, numeroase Ribozom SRP CITOSOLE Secvența semnalelor receptorul SRP X (Î) După adresarea prin SRP, ribozomul interacționează slab cu transloconul LUME EPR Canal ( ) Interacțiunea dintre secvența semnal și proteinele canalului stabilizează ribozomul (h) Canalul se deschide și începe translocarea (?) Translația se termină, canalul se închide și ribozomul se disociază Alungirea lanțului nou format în lumenul ER nu are loc până când canalul recunoaște secvența semnalului și leagă strâns ribozomul La scurt timp după începerea translocării, molecula de proteină este modificată și începe să dobândească o structură nativă Pentru majoritatea proteinelor eucariote secretoare și transmembranare, translația este asociată cu translocarea experimentele au arătat că cele două componente sunt separate printr-un gol și, cel puțin în unele cazuri, o parte a lanțului este capabilă să treacă prin aceasta în citosol Deoarece lanțurile transferate au acces la citosol, nu se știe ce le determină să se transfere în lumenul ER și sunt de fapt transferate și nu doar scăpate O posibilitate este ca interacțiunea cu componentele lumenului EPR să țină lanțul emergent, împiedicându-l să părăsească (vezi - Translocarea are loc datorită energiei hidrolizei ATP) Oricare ar fi mecanismul, se crede că substratul translocării migrează preferenţial în lumen Când ribozomul ajunge la codonul stop, catena intră în lumen și canalul se închide, deși secvența exactă a acestor evenimente nu este încă cunoscută Este neclar în special dacă canalul se închide după trecerea completă a lanțului sau ca urmare a disocierii ribozomilor Deși aceste procese reprezintă pașii principali în translocare, ele variază de la substrat la substrat De exemplu, diferite secvențe semnal interacționează diferit cu proteinele canalului și le deschid prin mecanisme diferite La rândul său, modul în care este recunoscută secvența afectează biogeneza ulterioară a unor proteine Pentru transferul unui număr de proteine, împreună cu Sec și TRAM, sunt necesari factori ER Pentru anumite proteine, translocarea începe cu aceiași pași de bază, dar mai târziu decurge foarte diferit De exemplu, unele proteine părăsesc decalajul dintre ribozom și translocon pentru o perioadă de timp, în timp ce porțiuni mari ale lanțului rămân în citosol până când reintră în canal Prin urmare, deși procesul de translocare are o serie de caracteristici esențiale comune, ar fi prea simplist să ne gândim că este un singur mecanism de transfer pentru diferite proteine de-a lungul membranei Este mai probabil ca calea specifică prin care proteina este transportată prin translocon să aibă ulterior un anumit efect asupra activității sale biologice; cu toate acestea, încă nu putem evalua amploarea acestei influențe Pentru unele proteine, adresarea și translocarea apar după traducere Puncte cheie Translocarea post-translațională are loc independent de ribozomi și SRP Translocarea post-translațională este larg răspândită în drojdie și într-o măsură mai mică la eucariotele superioare Translocațiile post-translaționale diferă ca compoziție de translocațiile co-traduce, dar sunt aceleași canale În translocarea co-translațională, adresarea și inițierea translocării proteinelor au loc la o foarte mare măsură stadiu incipient al sintezei lanțului nou format Acest lucru previne formarea unei structuri proteice native în citosol care este incapabilă de translocare O altă cale de translocare implică sinteza completă a proteinelor în citosol, unde molecula sa nu capătă o structură nativă și, prin urmare, poate fi translocată O astfel de translocare post-translațională este caracteristică în special eucariotelor unicelulare, dar poate apărea și la cele superioare Această formă de translocare este independentă de SRP și ribozomi și diferă de translocarea co-translațională în ceea ce privește implementarea și mecanismul ei Prima dovadă a existenței unei a doua căi de adresare și translocare a fost observația că multe proteine de drojdie sunt capabile de translocare in vitro, chiar și după ce au ieșit din ribozom În conformitate cu această observație, s-a demonstrat că celulele S cerevisiae lipsite de SRP sunt viabile și multe proteine păstrează capacitatea de a se transloca în astfel de celule Acum a devenit evident că în condiții normale doar una dintre cele două căi de translocare este utilizată pentru unele proteine de drojdie, dar în multe cazuri ambele sunt utilizate în mod eficient Translocarea post-translațională este caracterizată prin absența unui factor citosol care recunoaște secvențele semnal Utilizarea uneia sau alteia căi de translocare pare să fie determinată de gradul de hidrofobic al secvenței semnal, care oferă capacitatea de a interacționa cu SRP În absența interacțiunii, traducerea nu este întârziată, iar proteina este supusă adresei și translocarii după terminarea sintezei Una dintre consecințele abordării rapide în translocarea co-translațională este că nu se formează nicio structură nativă în citosol la substraturile de translocare Înainte de abordare, lungimea peptidei care părăsește ribozomul este insuficientă pentru formarea unei structuri native și, în același timp, nu se poate forma o structură nativă în spațiul limitat al canalului Dimpotrivă, formarea unei structuri native în citosol în substraturile translocate post-translațional este inhibată de interacțiunea lor cu însoțitorii familiei hsp (vezi Aceste proteine utilizați energia hidrolizei ATP pentru legarea reversibilă la proteinele modificate post-translațional, prevenind astfel formarea structurii lor native sau agregarea lor În acest caz, proteinele au posibilitatea de a interacționa cu canalul Translocarea post-translațională nu implică o astfel de componentă precum SRP, care recunoaște secvența semnalului înainte de poziționarea acesteia pe membrană În schimb, proteina este transportată la translocon printr-un complex multiproteic care face parte din transloconul post-translațional La fel ca transloconul co-translațional, acesta conține complexul trimeric Sec Cu toate acestea, alte patru proteine (Sec p, Sec p, Sec p și Sec p) sunt de asemenea prezente în transloconul post-translațional (gb) Aceste proteine formează un subcomplex, mare CAPITOLUL Adresarea pe membrană a proteinelor IS Diferite proteine interacționează cu același canal, oferind translocare co-translațională sau post-translațională ale căror domenii se deschid în citosol și în lumen Unul sau mai multe dintre aceste domenii sunt implicate în abordarea substratului, deși mecanismul său rămâne neclar Se presupune că, pentru translocarea proteinelor prin membrana exterioară a cloroplastelor, se utilizează și un canal central asociat cu proteine suplimentare (vezi Proteinele care intră în cloroplaste trebuie să treacă și prin două membrane) În general, această metodă de transport a proteinelor prin membrană face posibilă reglarea flexibilă a procesului de translocare a substratului și nu utilizarea canalelor separate pentru fiecare tip de proteină În mod similar, expresia genelor este reglată de factorii de transcripție care se leagă numai de promotorii anumitor gene, activând și oprind transcripția prin interacțiunea cu complexul ARN-polimerază (vezi i După poziționarea catenei pe translocon, secvența semnal este recunoscută de proteinele canalului, așa cum este cazul translocației co-translaționale Deoarece adresarea este independentă de SRP, acest pas este de o importanță deosebită pentru a se asigura că nu există nicio translocare a proteinelor citosolice Ca și în cazul translocației contranslaționale, canalul este deschis în timpul transferului posttranslațional prin recunoașterea secvenței semnalului Se pare că capacitatea canalului, mai degrabă decât SRP, de a recunoaște o secvență semnal poziționată post-translațional sugerează că, deși legarea secvenței este determinată de hidrofobicitatea sa, alți factori încă necunoscuți influențează recunoașterea acesteia Deși sistemul de translocare post-translațional este prezent pe scară largă în celulele S cerevisiae, dovezile pentru funcționarea sa la eucariotele superioare sunt mai puțin clare Acest formular translocarea a fost demonstrată până acum in vitro doar pentru substraturi foarte mici În aceste cazuri, formarea unei structuri native stabile în citosol este puțin probabilă Nu a fost stabilit în mod fiabil dacă aceste substraturi in vivo sunt de fapt poziționate posttranslațional Cu toate acestea, omologi ai proteinelor Sec p și Zesb p au fost găsiți la eucariotele superioare Astfel, este posibil ca fie translocarea post-translațională să aibă loc oarecum diferit, fie canalele și un set de proteine să fie utilizate pentru alte nevoi la eucariotele superioare Translocarea are loc datorită energiei hidrolizei ATP Puncte cheie Energia necesară pentru translocarea post-translațională este furnizată de hidroliza ATP, care are loc în lumenul ER cu participarea proteinei ViP Se știe mai puține despre sursa de energie necesară pentru translocarea co-traducțională, dar poate fi aceeași sursă ca și pentru translocarea post-traducțională translocatii La bacterii, în cele mai multe cazuri, translocarea are loc post-translațional, printr-un canal care este evolutiv apropiat de complexul Sec Ce cauzează translocarea în lumenul ER? În experimentele pentru a studia transferul sondelor fluorescente prin membrana veziculelor microzomale, s-a demonstrat că ribozomul se leagă atât de strâns de canal, încât transferul lanțului în lumen pe orice altă cale, excluzând canalul, devine imposibil Cu toate acestea, studiul complexului ribozom-translocon într-un microscop electronic a sugerat că există un decalaj între ribozom și canal ÎN Translocarea are loc datorită energiei hidrolizei ATP Experimentele biochimice au arătat că, în multe cazuri, în timpul transferului, lanțul proteic ajunge în citosol, și astfel translocarea în ER nu are loc întotdeauna În același timp, un astfel de mecanism nu explică modul în care o proteină se poate deplasa de-a lungul canalului de translocare în timpul poziționării post-translaționale Deși ribozomul poate juca un rol în "împingerea" firului nou format în lumenul ER, în prezent pare mai probabil ca proteinele lumen să dirijeze mișcarea firului Această ipoteză a fost făcută pe baza studiului mecanismului translocației post-traducționale Deși sursa de energie pentru translocarea co-translațională este încă necunoscută, rolul hidrolizei ATP în translocarea post-translațională a fost suficient studiat și discutat în această secțiune Este posibil ca un mecanism similar să fie realizat și în translocarea cotraducțională Sursa de energie pentru translocarea post-translațională a proteinelor în ER este ATP, care este hidrolizat de proteina hsp ВіР situată în lumen Acest proteina este poziționată pe canalul post-translațional datorită legării reversibile la domeniul Sec p, care este, de asemenea, localizat pe partea lumenului După cum se arată în , polipeptida liberă se poate mișca în canal în două direcții datorită mișcării browniene aleatorii După cum postulează un mecanism de translocare numit modelul roții cu clichet brownian, funcția BiP este de a se lega de șuvița în creștere pe măsură ce iese din canal Această legare îl împiedică să curgă înapoi în citosol (proteina BiP este într-o formă răsucită, astfel încât să nu treacă prin canal) Pe măsură ce următoarea secțiune a lanțului intră în lumen, se leagă de o nouă moleculă ViP și, astfel, are loc procesul de translocare Prin urmare, ВіР asigură avansarea lanțului proteic într-o singură direcție Energia hidrolizei ATP este cheltuită pentru întărirea interacțiunii ВіР cu proteina și, mai departe, în timpul schimbului de ADP/ATP are loc disocierea ВіР și substrat Acest model este susținut de experimente în care s-a demonstrat că îndepărtarea ВіР din lumenul ER duce la citosol ВіР Polipeptidă nou formată £ Sec / Polipeptida poate trece în lumen, dar mișcarea sa în direcția opusă este împiedicată de proteina Bir ѳ Polipeptida intră din nou în lumen Procesul se repetă de mai multe ori, în urma căruia peptida este transferată treptat în lumen ViP interacționează cu Sec și leagă polipeptidă Când un segment suficient de extins al lanțului intră în lumen, a doua moleculă ViP se leagă de acesta N / , După o scurtă interacțiune cu Sec / , molecula ViP se leagă de polipeptida nou formată Deoarece proteina Bip este prea mare pentru a se potrivi în canal, permite polipeptidei să treacă în canal, dar îi limitează mișcarea înapoi în citoplasmă Fiecare moleculă ViP din lumen captează o nouă regiune a polipeptidei CAPITOLUL Adresarea pe membrană a proteinelor cu toate acestea, atunci când moleculele relativ mari capabile să lege lanțul nou format sunt adăugate la lumen, translocarea reia Este chiar posibil ca răsucirea șuviței nou formate în lumen să o împiedice să intre înapoi în citosol Se presupune că proteinele care sunt predispuse la pliere sunt mai ușor de transportat decât proteinele care rămân în stare desfășurată în timpul unei perioade semnificative de translocare (deși acest lucru nu a fost dovedit) Pentru ca modelul propus să funcționeze normal, este necesar ca, în timpul formării legăturii dintre lanț și canal, legătura dintre lanț și hsp și alte proteine citosolice să fie ruptă înainte de începerea translocației În caz contrar, lanțul cu aceeași probabilitate poate rămâne în afara EPR sau poate trece în canal Cu toate acestea, interacțiunea lanțului cu proteinele citosolice în timpul translocației nu a fost încă studiată Este de remarcat faptul că (vezi Transloconul este un canal de apă care permite trecerea proteinelor) singurele proteine absolut necesare pentru translocare sunt complexele Sec și SR, dar sunt efectiv Rata de transfer pentru majoritatea proteinelor este foarte scăzută cu un astfel de minim de proteine Aparent, acest lucru se datorează faptului că în lumen nu există proteine care să poată facilita mișcarea lanțurilor Spre deosebire de modelul de translocare cu roată cu clichet brownian, modelul de tracțiune activă sugerează că hidroliza ATP induce o schimbare conformațională a proteinei BiP care duce la tracțiune activă a firului legat prin canal Acesta este mecanismul prin care proteinele sunt importate post-translațional în mitocondrii (vezi Secvențele semnal sunt, de asemenea, folosite pentru a transporta proteinele către alte organite) Deși translocarea post-granulare a unor proteine în ER poate avea loc printr-un mecanism de clichet brownian, lanțurile cu o anumită structură sau asociate cu hsp în citosol sunt transferate printr-un mecanism de tracțiune activ Deoarece este dificil să se reproducă experimental tragerea (formarea unei forțe de tragere) a unei molecule printr-un canal, este încă dificil de evaluat rolul pe care ambele modele îl joacă în translocarea post-translațională c Nou formată polipeptidă SecApp / ÎN* ETC î l Proteina SecAp este situată pe partea citoplasmatică a canalului Se leagă în mod repetat de polipeptida nou formată și o introduce treptat în canal, ceea ce duce în cele din urmă la translocarea întregii proteine În același timp, un domeniu al proteinei SecAp intră periodic în canal și iese din acesta Translocarea are loc datorită energiei hidrolizei ATP Deși această secțiune se concentrează pe translocarea proteinelor în celulele eucariote, problema sortării proteinelor este, de asemenea, importantă pentru procariote, care formează și proteine secretorii și membranare Translocarea post-translațională este caracteristică bacteriilor E coli Seamănă cu translocarea post-translațională în drojdie prin aceea că substraturile nu formează în prealabil o structură nativă și recunoașterea secvenței semnalului are loc în interiorul canalului Ca și în cazul eucariotelor, translocarea în bacterii are loc de-a lungul unui canal de apă care este compus în principal din trei proteine denumite în mod colectiv complexul SecYEG Proteina SecY este un omolog bacterian al lui Zesbir și Sec a Cu toate acestea, deoarece bacteriile nu au organele închise în membrană, proteinele sunt transportate direct prin membrana plasmatică Consecința acestui lucru este că sursa de energie este proteina SecA (SecAp), care acționează din partea citosolică a membranei și nu din partea sa opusă, așa cum se întâmplă la eucariote în timpul translocației post-translaționale Unul dintre modelele posibile pentru funcționarea SecAp este prezentat în p și c h i Modelul presupune că această proteină, situată la capătul citosol al canalului, intră în mod repetat în canal, de fiecare dată atragând în canal și eliberând o nouă porțiune a substratului din acesta Legarea și eliberarea polipeptidei de către proteina SecA are loc datorită ciclului de hidroliză a ATP Nu se știe de ce lanțul polipeptidic nu intră în citosol înapoi în citosol în intervalul dintre funcționarea SecAp Existența unui potențial electrochimic transmembranar la procariote servește ca un factor suplimentar care facilitează translocarea, deși mecanismul acesteia rămâne prost înțeles Comparația căilor de translocare co-translaționale, post-translaționale și bacteriene arată că principalele mecanisme de transport al proteinelor prin membrane sunt conservate și, în același timp, se pot adapta la o varietate de condiții În toate cazurile, caracteristica fundamentală a procesului este păstrată - transferul prin canalul de apă Cu toate acestea, substraturile, precum și modalitățile de poziționare și transfer prin canal diferă unele de altele proteinele transmembranare ieși din canal translocatii si si intra in bistratul lipidic Puncte cheie Formarea proteinelor transmembranare ar trebui să includă etapele de recunoaștere a domeniilor transmembranare și integrarea lor în stratul dublu lipidic Domeniile transmembranare ies din translocon lateral peste interfața proteină-lipidă Poziționarea pe canalul de translocare și începutul transferului proteinelor secretoare și transmembranare au loc în același mod Cu toate acestea, translocarea proteinelor membranare trebuie combinată cu integrarea sau inserarea lor în stratul dublu lipidic ER Integrarea are loc în momentul în care domeniile transmembranare sunt recunoscute de către translocon, apoi translocarea lor în lumenul ER se oprește și încep să fie transferate din canal în stratul dublu lipidic în direcția laterală Multe tipuri diferite de proteine transmembranare sunt sintetizate și integrate în acest fel, inclusiv cele care se întind pe membrană de mai multe ori Primul pas către integrarea proteinelor în membrană este recunoașterea domeniilor transmembranare de către translocon Aceste domenii se extind pentru aproximativ douăzeci de aminoacizi hidrofobi Datorită naturii lor hidrofobe, unele domenii transmembranare sunt recunoscute de SRP ca secvențe semnal Aceste așa-numite secvențe de ancorare a semnalului poziționează mai întâi proteina nou formată pe ER și apoi sunt direcționate către canal ca secvențe semnal normale Cu toate acestea, secvențele de ancorare a semnalului nu sunt scindate din proteină, ci sunt integrate în membrană După cum se arată în hh, spre deosebire de secvența de ancorare a semnalului, majoritatea domeniilor transmembranare sunt recunoscute de translocon imediat ce părăsesc ribozomul, după ce adresarea de către secvența semnal normală N-terminală este completă Informația că domeniul transmembranar a fost deja sintetizat trebuie transmisă transloconului pe o altă cale decât cea din SRP Cel mai simplu semn care indică faptul că domeniul transmembranar este situat în translocon este hidrofobicitatea domeniului în sine Datorită particularității structurii, canalul de translocare prezintă această hidrofobicitate După cum se arată în fig h i, structura transloconului sugerează că canalul este capabil să se deschidă ca o coajă de scoici, permițând domeniului transmembranar să contacteze simultan canalul și stratul dublu lipidic Aparent, secvențele semnal și domeniile transmembranare se leagă de proteina Sec a situată pe partea laterală a supapelor de deschidere, iar această legare determină apoi deschiderea laterală a canalului Această schemă a fost propusă pe baza datelor experimentale, conform cărora domeniile transmembranare din canal sunt în contact cu Sec a și lipide Drept urmare, deși transloconul conține un canal apos, există suficiente canale hidrofobe în membrană, în care polipeptidele translocate pot intra în mediul lipidic Este de așteptat ca regiunile care conțin aminoacizi polari să se deplaseze prin canal fără oprire, în timp ce domeniile hidrofobe, datorită interacțiunii puternice cu lipidele, vor rămâne asociate cu pereții laterali ai canalului, prevenind translocarea (/ și i ; ) CAPITOLUL Adresarea pe membrană a proteinelor Ancora semnalului poziționează proteina la canal și provoacă deschiderea canalului Secvența se integrează în membrană și devine un domeniu transmembranar RECUNOAȘTERE ÎN PROCESUL DE TRANSPORT N N CU Domeniul transmembranar intră în canalul deschis Domeniul este recunoscut pe canal și iese din el integrându-se în membrană Secvențele de ancorare a semnalului sunt transferate direct de la SRP la translocon, dar recunoașterea domeniilor transmembranare interne trebuie să aibă loc pe măsură ce sunt eliberate din ribozom citosol Domeniul transmembranar al lanțului nou format Ciot Închis Deschis perpendicular și lateral Perpendicular deschis Transloconul este descris ca un cilindru care se deschide și se închide în două moduri, permițând mișcarea lanțului nou format prin por și trecerea domeniului transmembranar în membrană Proteinele transmembranare ies din canalul de translocare și intră în bistratul lipidic citosol Translocarea a început și continuă Translația domeniului transmembranar Domeniul transmembranar începe să treacă prin interfața proteină-lipidă Domeniul transmembranar intră în bistratul lipidic d - ' = Gap în peretele canalului de translocare permite proteinelor să intre în bistratul lipidic și să recunoască și să integreze domeniile transmembranare Deoarece domeniile sunt hidrofobe, ele preferă mediul lipidic și migrează de la canal la stratul dublu lipidic În unele cazuri, transloconul poate identifica diferit domeniul transmembranar De exemplu, uneori, în timpul sintezei unui domeniu transmembranar, modificări în interacțiunea dintre ribozom și translocon apar înainte ca domeniul să părăsească ribozomul Aceste modificări servesc drept semnal pentru translocon că un domeniu transmembranar este pe cale să apară Modul în care domeniul transmembranar induce modificări în ribozom și le transmite la translocon rămâne neclar Uneori recunoașterea necesită și elemente polare ale lanțului nou format adiacent domeniului transmembranar Acest lucru sugerează că, cel puțin în unele cazuri, procesul de recunoaștere trebuie să implice mai mult decât o interacțiune hidrofobă între domeniu și mediul canal lipidic Limita dintre canal și stratul lipidic pare să servească drept cale pentru ca domeniile transmembranare să iasă din canal după ce sunt recunoscute Cu toate acestea, mecanismul de ieșire a domeniului din translocon variază oarecum de la substrat la substrat Unele domenii părăsesc transloconul aproape imediat după ce au fost recunoscute în canal În aceste cazuri, domeniul transmembranar contactează mai întâi Sec a și lipidele, iar apoi numai lipidele; se presupune că domeniul a pătruns deja în bistratul lipidic Integrarea unor astfel de domenii nu necesită alte proteine, cu excepția complexului Sec Alte domenii transmembranare se integrează mai lent și, după recunoaștere, nu părăsesc transloconul mult timp, uneori chiar rămânând acolo până la sfârșitul translației Pe măsură ce ies din canal în stratul dublu, aceste domenii transmembranare intră în contact cu proteina TRAM, deși rolul său suplimentar rămâne neclar Gradul de hidrofobic determină parțial dacă domeniul transmembranar se integrează imediat sau dacă apare într-o etapă ulterioară a sintezei proteinelor Mai multe domenii hidrofobe se pot deplasa mai repede în stratul dublu lipidic, dar cele mai puțin hidrofobe pot rămâne la graniță și necesită factori de transport suplimentari Este posibil ca TRAM și alte proteine să servească drept chaperone pentru unele domenii transmembranare (vezi Chaperonele promovează plierea proteinelor nou translocate) Ele promovează integrarea unor astfel de domenii, a căror hidrofobicitate este insuficientă pentru mișcare Evident, cel puțin un grup de proteine transmembranare poate fi forme multiple care conțin un domeniu specific, care în unele cazuri se integrează în membrană, în timp ce în altele rămâne nerecunoscut Proteine precum TRAM pot determina în ce condiții vor fi integrate astfel de substituții Orientarea proteinelor transmembranare este determinată de modul în care acestea se integrează în membrană Puncte cheie • Proteinele transmembranare trebuie orientate conform structurii membranei • Mecanismul de integrare a domeniilor transmembranare depinde de tipul de proteină, iar acest lucru este valabil mai ales pentru proteinele care se întind pe membrană de mai multe ori Procesele de recunoaștere a domeniilor transmembranare și integrarea lor sunt complicate de necesitatea de a determina CAPITOLUL Adresarea pe membrană a proteinelor orientarea fiecărei proteine din membrana RE Unele proteine membranare necesită ca domeniile N-terminale să fie localizate pe partea citosolică a membranei, în timp ce altele necesită orientarea opusă Orientarea proteinei în membrană este determinată în timpul proceselor de adresare și translocare a acesteia Cel mai simplu mod de a înțelege cum sunt orientate proteinele care traversează membrana o dată și care conțin o secvență semnal N-terminală scindabilă Translocarea acestor proteine începe în același mod ca și proteinele secretoare, adică adresarea și inițierea translocației sunt efectuate folosind o secvență semnal Translocarea continuă până când domeniul transmembranar părăsește ribozomul, adică până când începe integrarea Ca rezultat, domeniul C-terminal nu este transferat, ci rămâne pe partea citosolică a membranei (Fig Proteinele de membrană de acest tip includ receptorul LDL și precursorul amiloid Spre deosebire de proteinele transmembranare cu o secvență semnal clivabilă, proteinele cu o secvență de ancorare a semnalului sunt abordate cu participarea unui domeniu transmembranar intern (ancoră de semnal) Depinde de alb Domeniul transmembranar poate fi într-una din două orientări Orientarea ulterioară a întregii proteine ( ) depinde de modul în care se integrează Unele domenii duc la translocarea regiunii C-terminale; domeniile care se integrează în sens opus provoacă translocarea regiunii N-terminale O altă clasă de proteine membranare se integrează de la capătul hidrofob C-terminal, în timp ce cealaltă parte a proteinei rămâne în citosol Deoarece aceste domenii transmembranare sunt situate la capetele C-terminale ale proteinelor, ele trebuie recunoscute post-translațional Mecanismul de integrare a acestor proteine, inclusiv problema utilizării lor a canalului de translocare Sec , nu a fost studiat în mod adecvat Ce determină orientarea domeniului transmembranar în translocon? La bacterii, aparent, acest lucru este determinat de distribuția reziduurilor încărcate situate pe părțile laterale ale domeniului transmembranar Moleculele de lipide încărcate sunt distribuite asimetric între cele două straturi ale membranei plasmatice ale unei celule bacteriene, ceea ce explică orientarea Cu toate acestea, lipidele din membrana ER nu sunt distribuite asimetric în raport cu sarcina, deci acest lucru nu explică orientarea la eucariote De-a lungul (c) Ribozom CITOSOLE domeniu Semnal ulterior / Secvența semnal inițiază translocarea, care continuă, ca și în cazul proteinelor secretoare, până când domeniul transmembranar este tradus și recunoscut în canal Cu toate acestea, proteinele se pot integra doar într-o singură orientare Orientarea proteinelor transmembranare este determinată de modul în care acestea se integrează în membrana C :\v, În funcție de proteină, fie porțiunea N- sau C-terminală a secvenței de ancorare a semnalului este translocată după interacțiunea sa inițială cu canalul Prin urmare, proteinele membranare se orientează diferit Primul domeniu transmembranar (TMD) este recunoscut și părăsește canalul Al doilea TMD este recunoscut și după integrarea lui canalul se închide citosol N, g LA" Difuzarea continuă până când apare un al treilea TMD și canalul se redeschide Deschiderea și închiderea canalului continuă pe măsură ce apar TMD-uri ulterioare 'th ■ ■ ■ / ? N C Conform acestui model, translocarea domeniilor transmembranare are loc pe rând Orientarea primului domeniu determină orientarea proteinei ca întreg S-a demonstrat că translația a fost inițiată de o secvență de ancorare a semnalului, dar modelul este aplicabil și proteinelor poziționate de o secvență semnal, care este apoi scindată CAPITOLUL Adresarea pe membrană a proteinelor cu aceasta, unele proteine pot lua multe forme topologice, sugerând implicarea altor factori de orientare În general, mecanismul de orientare a domeniilor transmembranare la eucariote rămâne neclar Este la fel de dificil să se identifice factorii care guvernează integrarea și orientarea proteinelor politopice, adică proteinele care se întind pe membrană de mai multe ori Cel mai simplu model presupune că domeniile transmembranare se integrează unul câte unul așa cum apar în canal Orientarea întregii proteine este determinată de proprietățile primului său domeniu transmembranar Acest mecanism explică doar unele cazuri și adesea procesul decurge într-un mod mai complex Domeniile transmembranare nu sunt neapărat integrate imediat după recunoașterea lor și, în unele cazuri, cel puțin două domenii pot fi poziționate simultan pe translocon Aceste domenii se pot integra mai degrabă ca o pereche decât individual Înainte de integrare, domeniile transmembranare se pot reorienta ca rezultat al interacțiunii unele cu altele Astfel, secvența evenimentelor de integrare a unei proteine de membrană politopică are un caracter individual, iar orientarea acesteia este determinată de influența totală a mai multor situsuri prezente în secvența primară Integrarea proteinelor mari nu a fost încă studiată în detaliu Cu toate acestea, pe baza proceselor cunoscute de inițiere, translocare și integrare a domeniilor transmembranare pentru proteinele membranare mici, a fost propus un model Q corespunzător > ) Un studiu cu microscopul electronic al complexului ribozom-translo-con dintre ribozom și canal a relevat un decalaj de aproximativ ° Recunoașterea domeniului transmembranar în canal inhibă probabil translocarea, iar porțiunea ulterioară a lanțului nou format trece în citosol prin acest gol Este posibil ca o modificare a structurii ribozomului să faciliteze acest proces Următorul domeniu hidrofob care părăsește ribozomul are probabil o afinitate mare pentru situsul canalului care se leagă de secvența semnal/domeniul transmembranar, iar catena reintră în canal, reluând translocarea Ciclurile de translocare sunt suspendate și reluate până când sinteza și recunoașterea tuturor domeniilor transmembranare sunt finalizate Secvențele semnal sunt îndepărtate de peptidază semnal Puncte cheie Pe măsură ce se translocă în lumenul ER, lanțurile în creștere suferă adesea modificări covalente Complexul de peptidază semnal scindează secvențele semnal Adesea, ca translocare în ER, proteinele sunt modificate covalent Următoarele trei tipuri de modificări apar cel mai frecvent: • eliminarea secvenței semnalului; • adăugarea unui reziduu de carbohidrați complexi (N-glicozilare); Și • atașarea fosfolipidelor glicozilfosfati-dilinozitol (GPI) Aproape fiecare proteină care intră în RE sau se integrează în membrană suferă cel puțin una dintre aceste modificări Cea mai evidentă este necesitatea de a scinda secvența semnalului Dacă aceste secvențe sunt păstrate, ele pot interfera cu formarea structurii native a proteinelor după translocare Ele pot fi, de asemenea, confundate cu o ancoră de semnal și pot provoca integrarea proteinelor secretoare în membrana ER Prin urmare, secvențele de semnal sunt denumite structuri "one-shot" După ce și-au îndeplinit funcțiile de a aborda polipeptidele nou formate în ER și de a participa la etapele inițiale de translocare, acestea sunt îndepărtate și aruncate Clivarea unei secvențe semnal este un eveniment de translocare universal al proteinelor secretoare și a unor astfel de proteine transmembranare în care această secvență nu este un domeniu transmembranar Scindarea secvenței semnal are loc sub acțiunea unui complex proteic membranar cu cinci subunități numit complex peptidază semnal (SPC) Doar două subunități ale complexului au activitate proteolitică, în timp ce celelalte trei joacă probabil un rol de reglare Deoarece catena nou formată intră în canalul de translocare sub forma unei bucle, locul de degradare, aparent, ar trebui să fie situat în interiorul membranei ER cu fața către lumen atunci când este tăiat de SPC Locația situsului de scindare a secvenței semnal este dependentă de proteină și în mare măsură determinată de mediul de aminoacizi Reziduul situat pe partea N-terminală a locului de clivaj trebuie să fie un aminoacid cu un lanț lateral scurt, iar reziduul situat la trei aminoacizi din acesta trebuie să aparțină unui aminoacid neîncărcat Pentru unele proteine, există mai multe astfel de situsuri în vecinătatea locului adevărat de degradare și nu se știe cum este ales cel potrivit Poziția locului de clivaj poate fi, de asemenea, influențată de unele proprietăți necunoscute ale secvenței semnal De obicei, clivajul secvenței semnal are loc după ce dimensiunea lanțului proteic a atins ordinul a o sută sau mai mulți aminoacizi; mai precis, aceasta este determinată de secvența semnalului în sine Pentru unele proteine, clivajul are loc mult mai târziu Uneori, înainte de clivaj, secvența semnal poate influența interacțiunea proteinei cu alți factori ER, inclusiv cei implicați în modificarea lanțului în creștere sau în Secvențele semnal sunt îndepărtate de peptidaza semnal formarea unei structuri native Caracteristicile structurale ale secvenței semnal care afectează timpul clivajului acesteia rămân necunoscute Peptida semnal clivată suferă uneori proteoliză suplimentară Acest lucru este realizat de un complex enzimatic numit peptidază semnal (SPP, spre deosebire de peptidază semnal, care elimină peptida semnal din catena nou formată) Această peptidază este activă pe un set specific de peptide semnal scindabile, ceea ce sugerează că are funcții mai complexe decât simpla îndepărtare a peptidei semnal utilizate Cu toate acestea, detaliile funcționării sale sunt necunoscute Grupul GPI adăugat la unele proteine translocate Poziția de bază Adăugarea de GPI fixează covalent regiunea C-terminală a unor proteine la stratul dublu lipidic O parte destul de semnificativă a proteinelor care sunt transferate în ER este modificată prin legarea covalentă la un reziduu fosfolipidic Prin legarea covalentă la o glicolipidă de membrană (fosfolipidă de membrană legată de un cap polar la o structură de zahăr), numită glicozilfosfatidilinozitol (GPI), proteina transferată poate fi fixată pe stratul dublu lipidic din partea lumenului Ca rezultat, proteina rămâne legată de membrană În acest caz, proteina transmembranară poate avea un punct de legare suplimentar pe membrană Motivul pentru care proteina se leagă de membrană prin GPI, mai degrabă decât prin integrare, rămâne neclar Există dovezi că, ca urmare a legării la GPI, proteinele sunt selectate pentru transportul intracelular, de exemplu, la suprafața apicală a celulelor polarizate, la caveolele membranei plasmatice sau la mediul lipidic Proteinele asociate membranei prin intermediul unei lipide au o mobilitate mai mare în interiorul membranei decât proteinele integrate, deoarece lipidele difuzează mai repede în membrană De asemenea, proteinele integrate sunt greu de părăsit membrana, în timp ce proteinele legate de GPI pot fi eliberate la îndepărtarea enzimatică a glicolipidei Astfel, proteina poate fi eliberată din membrană ca răspuns, de exemplu, la un semnal primit de celulă GPI este o structură complexă care trebuie sintetizată înainte de a putea fi atașată la proteine Așa cum se arată în d b, sinteza GPI începe pe membrana ER din partea citosolului În acest caz, fosfolipidul membranar fosfatidilinozitol (P ) interacționează cu N-acetilglucozamina (GlcNAc) Ulterior, are loc deacetilarea GlcNAc-Pl și se adaugă trei resturi de manoză Fosfoetanolamină este adăugată la fiecare reziduu de manoză pentru a forma substratul final GPI În cursul acestor reacții, unul dintre produșii intermediari este transportat prin membrană și ajunge pe partea laterală a lumenului, unde este adăugat la proteinele transferate Modificarea locației produsului pe părțile laterale ale membranei, aparent, are loc datorită acțiunii translocazei sau "flippazei" Cu toate acestea, această flippază trebuie încă descoperită, precum și pentru a afla în ce stadiu al sintezei GPI acţionează Adăugarea de GPI necesită recunoașterea catenei nou formate, care este substratul, și transferul reziduului GPI la locul acceptor corespunzător Semnalul de adiție GPI este un mic domeniu hidrofob situat pe partea C-terminală Lungimea sa variază de obicei între zece și treizeci de reziduuri de aminoacizi Ca și secvențele semnal N-terminal, semnalul GPI variază de la proteină la proteină, astfel de semnale ale diferitelor proteine sunt interschimbabile Când GPI este atașat, secvența sa semnal este îndepărtată și un reziduu GPI este adăugat la un nou reziduu C-terminal numit situs omega (co) Astfel, la fel ca o secvență de semnal, semnalele GPI sunt de natură unică - sunt folosite și apoi aruncate Proteina integrală de membrană constă din cel puțin două componente, Gaa p și Gpi p, care catalizează legarea la GPI Cel mai probabil mecanism de legare implică o reacție de transaminare în două etape (~ is j , ) În prima etapă, enzima formează un intermediar covalent cu situsul co, ceea ce duce la scindarea peptidei C-terminale de restul proteinei Apoi, reziduul terminal de fosfoetanolamină al GPI intră în contact cu proteina nou formată cu participarea enzimei și este adăugat la situsul co Aceasta produce o proteină legată de GPI și eliberează enzima Nu se știe dacă acest lucru necesită ATP sau GTP și dacă adăugarea de GPI necesită integrarea prealabilă a secvenței semnal în stratul dublu Deși atașarea GPI este catalizată de o transaminază și nu de o protează, există o similitudine izbitoare între recunoașterea și scindarea secvenței semnal și semnalul GPI Secvența semnalului și semnalul GPI sunt destul de similare prin aceea că pot îndeplini adesea aceleași funcții dacă ocupă aceeași poziție în proteină În unele cazuri, o secvență semnal convențională N-terminală poate servi ca semnal GPI dacă este fuzionată cu regiunea C-terminală a unei proteine secretoare Ambele tipuri de semnale sunt recunoscute ca domenii transmembranare și sunt integrate în stratul dublu dacă sunt situate în mijlocul moleculei proteice Locurile de clivaj ale acestor două tipuri de semnale sunt, de asemenea, similare Toate aceste asemănări sugerează posibilitatea intrigantă ca aceleași proteine să fie implicate în recunoașterea celor două tipuri de semnale CAPITOLUL Adresarea pe membrană a proteinelor citosol UDF Acetil Aderare GLcNAc i ^Deacetilarea) în Flipping J ■ Proteine membranare GAAlp GFI r Atașarea la o proteină GPI este sintetizat prin mai multe reacții consecutive Inițial, reacțiile au loc pe membrana ER din partea laterală a citoplasmei și apoi din partea lumenului La terminarea sintezei, GPI se atașează covalent de proteină, care este apoi scindată lângă capătul C-terminal Ca urmare a modificării proteinei GPI, aceasta se atașează la membrană GlcNAc - N-acetilglucozamină Adăugarea reziduului GPI la proteină are loc în două etape În primul rând, una dintre proteinele complexului enzimatic scindează proteina substrat la un loc specific, legându-se covalent de aceasta în timpul clivajului Această legătură este apoi înlocuită cu una dintre grupările GPI fosfoetanolamină pentru a forma GPI-ul proteinei modificate Gruparea glicolipidă GPI este adăugată unor proteine translocate În timpul procesului de transfer, la multe proteine se adaugă reziduuri de zahăr Poziția de bază • În timpul transferului multor proteine în ER, oligozaharil transferaza catalizează procesul de N-glicozilare a acestora În timpul transferului multor proteine în ER, complexe mari de reziduuri de zahăr sunt atașate covalent de ele Această formă de modificare covalentă este foarte comună: mai mult de jumătate din proteinele secretoare și membranare pot adăuga reziduuri de zahăr, iar multe sunt modificate în mai multe locuri din lanțul polipeptidic Deoarece acest proces implică reziduuri aspartice (notate cu resturi "M"), se numește N-glicozilare Glicozilarea poate îndeplini mai multe funcții Elucidarea acestor funcții este destul de dificilă, deoarece multe proteine glicozilate nu își pierd funcțiile atunci când acest proces este inhibat Cu toate acestea, în unele cazuri a fost posibil să se elucideze rolul glicozilării În timp ce proteinele sunt în ER, adăugarea de reziduuri de zahăr la ele contribuie la dobândirea unei structuri native de către aceștia sau facilitează degradarea acestora Rolul acestor modificări în proteinele din afara RE rămâne mai puțin clar Conform unor date, glicozilarea proteinelor servește ca un mecanism de modificare a funcțiilor acestora De exemplu, secreția și activitatea hormonului foliculostimulant se modifică în conformitate cu modificarea gradului de glicozilare În alte cazuri, reziduurile de carbohidrați pot promova solubilitatea proteinelor sau le pot proteja de degradarea de către proteazele extracelulare În procesul de N-glicozilare, componentele intermediare mari ( ) sunt atașate la proteina situată în lumenul ER Sinteza inter- mediază începe în stratul citosol al membranei cu adăugarea a două resturi de GlcNAc și cinci resturi de manoză la grupul fosfat al fosfatului de dolicol, unul dintre fosfolipidele minore ale membranei Acest precursor este apoi transferat pe partea opusă a membranei printr-o flippază neidentificată Acolo, i se adaugă patru resturi de manoză suplimentare, rezultând formarea a trei ramuri În cele din urmă, trei reziduuri de glucoză sunt adăugate la una dintre cele trei ramuri de manoză, formând o moleculă care servește ca sursă de carbohidrați în timpul glicozilării Pe fosfolipidul dolichol fosfat se formează o structură complexă de carbohidrați ca urmare a mai multor reacții succesive Sinteza începe pe membrana ER din partea citoplasmei și se termină pe partea îndreptată spre lumen Structura oligozaharidă rezultată este transferată la proteinele translocate de către enzima oligozaharidă transferază Modificarea are loc la resturile aspartice prezente în secvență CAPITOLUL Adresarea pe membrană a proteinelor Transferul unei structuri de carbohidrați ramificate de la dolicol fosfat la substrat are loc în timpul translocației Procesul este catalizat de o transferază oligozaharidă complexă enzimatică multisubunități (OST) Două subunități OCT, riboforina I și I, pătrund în membrana ER și pot interacționa cu ribozomul legat (de unde și numele lor), poziționând complexul OCT în imediata apropiere a canalului OCT modifică reziduurile aspartice atunci când sunt urmate de orice aminoacizi, cu excepția prolinei și apoi a serinei sau treoninei (NXS/T) Odată ce locul iese din canal, glicozilarea are loc foarte rapid; înainte de a începe, doar - reziduuri de aminoacizi trebuie să intre în lumen Recunoașterea site-ului este destul de eficientă: aproximativ % dintre site-urile potențiale sunt utilizate în celulă, dar unele site-uri nu sunt niciodată folosite În funcție de condiții, gradul de glicozilare a unei anumite proteine variază După glicozilarea inițială în ER și în aparatul Golgi, apar diferite modificări ale structurii oligozaharidelor la momente diferite, care includ îndepărtarea și adăugarea reziduurilor de zahăr Însoțitorii contribuie plierea proteinelor nou translocate Poziția de bază Chaperonele moleculare se leagă de proteinele din lumen și asigură formarea structurii lor native După ce polipeptidele nou formate au suferit transfer și modificare, ele încep să formeze o structură nativă Formarea structurilor proteice native este unul dintre cele mai active procese care au loc în lumenul ER, unde intră constant proteinele translocate Deoarece proteinele cu o structură nativă defectuoasă reprezintă un mare pericol pentru celulă, una dintre funcțiile principale ale EPR este de a controla structura nativă a proteinelor care intră pe calea secretorie Pentru a face acest lucru, EPR are un sistem activ de control al calității care recunoaște proteinele desfăcute sau pliate greșit și fie le permite să ia configurația nativă corectă, fie le determină degradarea Formarea unei structuri native în ER este caracterizată de aceleași probleme ca și formarea ei în citosol Forța motrice în formarea structurii native a unei proteine este interacțiunile hidrofobe: domeniile hidrofobe tind să se lege unele de altele, mai degrabă decât să rămână într-un mediu apos (vezi) Cu toate acestea, domeniile hidrofobe pot comunica într-un mod greșit, ceea ce duce la de structura nativă defectuoasă a proteinei sau agregarea acesteia atunci când interacționează cu alte proteine Chaperonele moleculare in vivo promovează formarea structurii native a proteinei, oferind mediul adecvat pentru acest proces și controlul asupra rezultatelor acestuia Rearanjamentele structurale pot fi repetate până când proteina capătă conformația nativă corectă Acompanii din EPR sunt foarte activi și formează baza sistemului de control al structurii proteinelor Atâta timp cât proteina este legată de chaperone, nu poate părăsi ER și nu poate fi transportată în aparatul Golgi Multe însoțitori ER obișnuiți sunt legate de însoțitorii citosolici În lumen, cele mai complet caracterizate însoțitori includ proteina ВіР din grupul hsp Această proteină este cea mai comună în ER și interacționează cu multe proteine în stadiile incipiente ale formării structurii lor native Deoarece regiunile hidrofobe sunt de obicei ascunse în miezul proteinelor globulare, prezența regiunilor hidrofobe pe suprafața moleculei indică faptul că proteina nu a dobândit complet structura nativă Aceste site-uri servesc ca site-uri de legare pentru ViP la lanțul nativ Datorită ciclurilor succesive de hidroliză a ATP, ViR se leagă în mod repetat de proteina nou formată și este eliberat Acest lucru previne agregarea proteinei rezultate și facilitează formarea structurii native corecte Activitatea ViP ca însoțitor este afectată de proteine suplimentare care stimulează hidroliza ATP, precum și de proteinele care promovează schimbul de ADP cu ATP Este posibil ca în acest fel, în funcție de nevoile celulei, viteza de formare a structurii native a proteinei să poată fi reglată După ce proteina a format o structură compactă, ale cărei regiuni hidrofobe sunt situate în interior, legarea ВіР se oprește (Fig h ) Conținutul foarte mare de ВіР în lumenul ER sugerează că este unul dintre primii însoțitori întâlniți de majoritatea proteinelor nou formate și că moleculele ViP sunt întotdeauna în apropiere atunci când încearcă să formeze o structură nativă Această proteină este implicată în acest proces încă de la început și joacă un rol major în facilitarea răsucirii lanțului proteic Alte chaperone găsite în lumen și citosol includ proteina Grp , care aparține familiei hsp Deși această proteină, ca și ВіР, se găsește în lumen în cantități mari, spre deosebire de aceasta din urmă, se leagă de proteinele care au dobândit deja parțial o structură nativă și nu de cele care tocmai au intrat în lumen și nu au una Grp interacționează cu mai puține substraturi decât ViP și nu se știe ce proprietate a proteinei o recunoaște Probabil, funcția sa principală este de a promova efectul ViP și al altor însoțitori implicați în formarea structurii native Existența proteinei Grp indică faptul că controlul calității formării structurii native a lanțului proteic este pe mai multe niveluri Chaperonele promovează plierea proteinelor nou translocate yusoma ' B PROCESARE POLIPEPTIDE / Hidrofob parcele Proteina de legare (BiP) Pe măsură ce se formează structura nativă, regiunile hidrofobe se deplasează spre interior și devin inaccesibile pentru ВіР OREZ ViP se leagă de regiunile hidrofobe expuse ale proteinelor transpuse După ce proteina capătă o structură nativă, regiunile sale hidrofobe sunt în profunzime și nu mai sunt inaccesibile pentru ВіР La plierea unei molecule de proteină, formarea de legături disulfurice corect orientate este asigurată de izomeraza proteină disulfură Poziția de bază • Protein disulfură izomeraza catalizează formarea legăturilor disulfurice și procesele de rearanjare moleculară în EPR Deoarece proteinele BіP și Grp sunt, de asemenea, localizate în citosol, un sistem de chaperone speciale ar trebui să fie prezent și în lumenul ER Cel mai important, proteinele au fost capabile să formeze legături disulfurice după cum era necesar Formarea legăturilor disulfurice este o consecință a mediului oxidativ caracteristic lumenului ER și mediului extracelular Legăturile disulfurice apar între reziduurile de cisteină în timpul plierii unei molecule de proteine (deși uneori se formează și între diferite proteine) Procesul este catalizat de o familie de enzime numite protein disulfur izomeraza (PDI) După cum se arată în fig , nu numai că aceste enzime pot forma legături disulfurice orientate corespunzător, dar formează adesea legături incorecte în timpul procesului de răsucire Aceasta duce la apariția unei conformații incorecte a moleculei, sau chiar la agregarea acesteia, dacă legăturile nu pot lua poziția corectă În astfel de cazuri, PDI catalizează rearanjarea și formarea de noi legături disulfurice Astfel, această enzimă alte tiol izomeraze oferă moleculelor proteice în curs de dezvoltare flexibilitatea necesară, înlăturând restricțiile care decurg din legăturile disulfurice PDI-urile catalizează formarea de legături disulfurice cu participarea reziduurilor de cisteină situate în propriul centru activ (s inferior) Formarea unei legături disulfurice este o reacție redox în care electronii sunt schimbati între reziduurile de cisteină ale unei proteine și PDI Pentru ca reacția catalizată de PDI să înceapă, reziduurile de cisteină din enzimă trebuie să fie în stare oxidată (sub formă de legătură disulfură) Trebuie să existe și un sistem pentru oxidarea lor ulterioară Inițial, sa presupus că reoxidarea PDI are loc cu participarea unei molecule mici de glutation Forma oxidată a glutationului este importată selectiv în lumenul ER și menține PDI în forma oxidată Cu toate acestea, s-a demonstrat recent că, cel puțin în unele proteine, legăturile disulfurice se pot forma și rearanja chiar și în absența glutationului Acum pare clar că o proteină ER numită Egorir este în primul rând responsabilă pentru oxidarea PDI, deși glutationul poate juca încă un rol Această reacție este prezentată schematic în ' Yegoir însuși este probabil oxidat cu participarea dinucleotidei de flavinadenină (FAD) După cum se arată în , PDI folosește un alt un mecanism pentru izomerizarea legăturilor disulfurice existente într-o proteină pliată greșit În această reacție, unul dintre reziduurile de cisteină din situsul activ PDI formează o legătură disulfurică tranzitorie cu reziduul de cisteină al proteinei pliate greșit Atâta timp cât această relație există, formarea structurii native poate continua în ciuda asocierii cu PDI Când o proteină adoptă o conformaţie care se poate forma CAPITOLUL Adresarea pe membrană a proteinelor Phl Când o proteină translocată încearcă să dobândească o structură nativă, se pot forma legături disulfurice incorecte Aceste legături trebuie recunoscute și înlocuite cu cele corecte înainte ca proteina să intre în aparatul Golgi Reziduuri de cisteină COMUNICARE IMPECUTĂ EDUCATĂ Proteina trebuie să rămână în ER pentru a repeta procesul POLIPEPTID NEO-FORMANT COMUNICARE CORECT EDUCATĂ Proteinele pot pătrunde în aparatul Golgi formarea unei alte legături disulfurice, legătura cu PDI este ruptă Nu se cunoaște încă modul în care PDI controlează formarea corectă a legăturii disulfurice și încetează să interacționeze cu proteina Este posibil ca împachetarea densă a lanțului polipeptidic într-o proteină pliată corect să facă legăturile sale disulfurice inaccesibile nym pentru PDI Alături de acțiunile oxidazei și izomerazei, PDI poate acționa ca o însoțitoare a cărei activitate este reglată de starea sa de oxidare Deși PDI este cea mai studiată tiolisomerază și este exprimată în aproape toate țesuturile, se știe că multe alte tipuri de chaperone sunt conținute în (c) Proteina nou formată înlocuiește legătura disulfură din PDI N -■ f' PDI N C Neoformativ • polipeptid grupa tiol Despre ■ Dimerizarea Igeir UPR ARNi-ul nostru ARNm Nasi Îmbinarea nu are loc Îmbinare contacte ARNn-ul nostru ARNn-ul nostru KAR ADN Transcrierea genei KAR Dimerizarea Igeirp induce splicing-ul ARNm Hac și traducerea acestuia Se formează factorul de transcripție Nasir, care stimulează expresia genelor care codifică chaperonele ER CAPITOLUL Adresarea pe membrană a proteinelor HAC Când intronul este îndepărtat, tARN ligaza se unește cu exonii pentru a forma un nou ARNm Astfel, splicing care implică Ireip diferă de splicing catalizat de spliceosome (vezi: Splicing ARNm HAC este un eveniment critic pentru UPR, deoarece intronul prinde ribozomul pe ARNm și perturbă translația proteinei Hac p Cu toate acestea, după îndepărtarea intronului, această proteină este tradusă Proteina Nasir este un factor de transcripție care se leagă de promotorul genei care codifică proteina BiP și stimulează transcripția acesteia (Omologul de drojdie al lui ВіР se numește KAR ) Legarea are loc cu participarea unei secvențe regulatoare specifice, care se numește elemente de răspuns proteic desfășurat (UPRE) Această secvență este, de asemenea, prezentă în regiunea promotoare a mai multor alte gene, iar Nasir stimulează, de asemenea, transcrierea acestor gene Astfel, recunoscând proteinele dezestructurate prin legarea lor la BiP, Ireip declanșează o cascadă de evenimente care duc la sinteza suplimentară a însoțitorilor EPR Aceste însoțitori sporesc capacitatea sistemelor de control celular de a face față afluxului de cantități mari de proteine nestructurate atunci când celula este expusă la stres Răspunsul celular este mai extins decât cel descris mai sus Deși existența UPR a fost inițial descoperită prin efectul său asupra expresiei unor însoțitori specifice, se știe acum că acest răspuns afectează expresia a sute de gene diferite Studiul naturii genelor exprimate sugerează că apariția proteinelor nestructurate în celulă modifică elementele de translație, translocare, secreție și proliferare a membranelor ER Astfel de răspunsuri includ inducerea sintezei lipidelor, care este necesară pentru a crește masa membranelor ER (vezi ER este un organel dinamic) UPR în celulele de mamifere este similar cu UPR în celulele de drojdie, dar este mai complex Omologii mamifere ai igeip catalizează, de asemenea, splicing, ceea ce duce la o creștere a expresiei chaperonelor ER, dar factorul de transcripție diferă de Hacir Acest factor din celulele de mamifere se numește Xpl Cu toate acestea, proteina IRE nu pare să joace un rol critic în UPR în celulele mamiferelor, deoarece celulele deficitare în această proteină nu își pierd capacitatea de a activa UPR în condiții de stres și de a stimula sinteza chaperonelor Conform viziunii actuale, IRE la mamifere controlează expresia genelor necesare pentru stimularea ERAD Probabil, proteina IRE și ținta sa XBP joacă un rol important în maturarea celulelor B, în care masa ER ar trebui să crească semnificativ pe măsură ce dobândește capacitatea de a sintetiza și a secreta anticorpi (vezi ER este un organel dinamic) UPR de mamifere implică componente și procese care nu sunt caracteristice celulelor de drojdie (his, ) Sub stres, un al doilea factor de transcripție, numit ATF , este activat în ER Această proteină se întinde în mod normal pe membrana ER, dar inducerea UPR duce la scindarea domeniului său membranar Domeniul citosol eliberat este transportat la nucleu, unde se leagă de promotorii genelor care exprimă chaperonele ER Odată cu creșterea controlului calității în timpul stresului ER, sinteza proteinelor scade în celulele mamiferelor și mai puține proteine încep să intre în ER Acest proces implică proteina PERK, care este o EPR kinază transmembranară, al cărei domeniu este omolog proteinei Ireip din partea lumenului, dar domeniul citosolic are o structură diferită PERK este supraexprimat în celulele pancreatice, iar inactivarea lui duce la disfuncția organelor Acest lucru indică importanța UPR pentru organele caracterizate prin activitate secretorie ridicată Domeniul citosol activat al proteinei PERK fosforilează subunitatea α a factorului de inițiere a translației eIF Acest lucru duce la o inhibare generală a sintezei proteinelor, ducând la o scădere a cantității acesteia care intră în RE (vezi ) Este important ca acest efect să fie reversibil, iar astfel creșterea sintezei însoțitorilor este reglată Cu toate acestea, cel puțin un ARNm care codifică factorul de transcripție ATF poate fi tradus numai atunci când eIF a este fosforilat și sinteza totală a proteinelor este inhibată ATF , care este sintetizat ca urmare a fosforilării eIF a, este transportat la nucleu și reglează expresia genelor implicate în procesele energetice, menținerea redox și sinteza aminoacizilor Trebuie remarcat faptul că în alte tipuri de stres, alte kinaze fosforilează eIF a (de exemplu, în timpul unei infecții virale, kinaza PKR este activată pentru a fosforilează eIF a) și, astfel, acele gene care sunt importante pentru răspunsul global al celulei stresul servește drept ținte pentru ATF , în timp ce căile prin ATF și IRE par a fi mai specifice stresului EPR Activarea proceselor UPR este asociată cu dezvoltarea multor stări patologice, inclusiv boli neurodegenerative, diabet, tulburări funcționale ale ficatului, tulburări de coagulare a sângelui și multe altele În condiții experimentale, activarea constantă a UPR duce la activarea procesului de moarte celulară Cu toate acestea, dezvoltarea majorității bolilor asociate cu afectarea UPR are loc după câteva luni sau ani Acest lucru sugerează că activarea fiziologică a UPR seamănă mai degrabă cu un răspuns adaptiv decât cu apoptoza Având în vedere că UPR activează atât procesele de supraviețuire, cât și de apoptoză, nu este complet clar cum acest proces poate contribui la supraviețuirea celulelor în condiții de stres cronic Interacțiunea dintre ER și nucleu previne acumularea de proteine desfășurate în lumen mamifere Irel a/p PERK ATP Irelp Îmbinare Fosforilarea factorului de inițiere a translației eIF a ARNm Nasi Îmbinare xbpl ARNm Difuzare Nasir Schimbarea cadrului de citire ATP Xbpl Nicio emisiune Stimularea transcripției Stimulare transcrieri Inhibarea reversibilă a sintezei proteinelor, altele decât chaperonele 'r i l Există mai multe căi UPR la eucariotele superioare Acestea includ inhibarea translației prin PERK și scindarea ATF pentru a forma un factor de transcripție Principalele fosfolipide celulare se formează în ER Puncte cheie • Principalele fosfolipide celulare sunt sintetizate în membrana RE, în principal din partea citosolului • Reglarea sintezei de noi lipide este controlată de localizarea enzimelor implicate în acest proces • Biosinteza colesterolului este reglată de proteoliza factorului de transcripție, care este integrat în membrana ER Împreună cu translocarea și pregătirea proteinelor pentru procesul secretor, ER funcționează ca un loc pentru formarea primară a fosfolipidelor celulare Aceste molecule sunt sintetizate în membrana ER și apoi distribuite în membranele și organele individuale din interiorul celulei Acestea includ membrana plasmatică, mitocondriile și organelele căii secretoare Dacă este necesar, celula trebuie să aibă capacitatea de a crește numărul de membrane Acest lucru este cel mai evident în dublarea membranei plasmatice și a tuturor organitelor, care are loc în timpul ciclului celular Odată cu aceasta, cu hiperfuncție, organelele individuale pot crește variază în mărime De exemplu, atunci când progenitorii limfocitelor B se maturizează în celule plasmatice secretoare de anticorpi, EPR este mult crescut, ceea ce corespunde nevoii de transport crescut al proteinelor de-a lungul căii secretorii (vezi EPR este un organel dinamic) Formarea de novo a fosfolipidelor din precursori solubili are loc în principal pe partea citoplasmatică a membranei ER, într-un proces numit ciclu Kennedy După cum se arată în creșterea membranei ER, două molecule de acizi grași legate de acetil CoA reacționează cu glicerol- -fosfat pentru a forma diacilglicerol (DAT) Spre deosebire de predecesorii săi, DAG este suficient de hidrofob pentru a se integra în membrana ER Odată ajuns în membrană, DAG interacționează cu "capul" viitoarei molecule de fosfolipide După cum se arată în , principalele fosfolipide diferă în principal prin natura "capului" moleculei Toate sunt formate atunci când "capul" este atașat la DAG În primul rând, este fosforilat și apoi atașat la citidin difosfat (PDF) După aceea, "capul" cu una dintre grupele fosfat este transferat la DAG și sinteza este finalizată CAPITOLUL Adresarea pe membrană a proteinelor Glicerol- -fosfat CH? sn? -sn el el n s |NZ -N+~CH SI (Cholin J CH o = c | nz H c-N+-CH CH CH H c-N+-CH CH ADP CDF CDP-colina CDF CMF ATP |Nz H c-N+-CH CH CH eu ch ch? - Sn despre J (-o=c -c=o Diacil-gl si cerin L eu CH CH - CH II oh oh o=c C= Fosfatidilcolina (PC) La combinarea componentelor citoplasmatice solubile în apă (glicerol- -fosfat, acil CoA și cap polar), se formează o moleculă de fosfolipide O nouă moleculă solubilă în lipide este încorporată în membrană Atașarea grupului principal de colină la CDP cu formarea fosfatidilcolinei ilustrează utilizarea de către celulă a localizării subcelulare a proteinelor pentru reglarea proceselor de biosinteză Această reacție implică enzima citidiltransferaza (CT) și controlează viteza întregului proces de sinteză a fosfatidilcolinei În celulă, CT există în două forme diferite: inactiv, în citosol, și activ, pe partea citosolică a membranei ER Mecanismul care asigură existența acestor două forme ale enzimei nu este în întregime clar Este evident, totuși, că condițiile din interiorul celulei, care semnalează nevoia unei sinteze crescute a fosfatidilcolinei, pot controla tranziția CT de la o formă la alta De exemplu, o creștere a concentrației de DAT liber sau acizi grași în celulă determină migrarea CT către membrana ER, unde aceste componente reacţionează cu colina În același timp, când celula conține multă fosfatidilcolină, CT este localizată în citosol Astfel, sinteza fosfatidilcolinei este împiedicată Alături de fosfatidilcolina, care este cea mai abundentă fosfolipidă membranară, în ciclul Kennedy se formează și fosfatidiletanolamina și fosfatidilinozitol La drojdia S cerevisiae se sintetizează fosfatidilserina La animale, totuși, această fosfolipidă este formată printr-o altă reacție care nu necesită participarea CDP, dar provine și din partea citosolică a membranei ER O caracteristică interesantă a sintezei fosfatidiletanolaminei este că, deși această fosfolipidă se formează în ciclul Kennedy, poate fi sintetizată și în mitocondrii În aceste organite, se formează la modificarea fosfatidilserinei, care s-a format în ER Formarea fosfatidiletanolaminei în compartimente celulare diferite de cele în care este sintetizat precursorul acesteia sugerează existența unui mecanism de transport al lipidelor între cele două compartimente Există dovezi care sugerează că acest transport are loc printr-un subdomeniu special al ER numit membrana mitocondrială asociată (MCM) MSM este o regiune a ER care este asociată fizic cu mitocondria Se caracterizează printr-o suprafață plană și contact strâns cu organele MSM conține enzime pentru sinteza fosfatidilserinei Este posibil ca zona de contact dintre membrană și mitocondrii să asigure transferul rapid al fosfatidilserinei în organele, deși mecanismul acestui transfer rămâne neclar Principalele fosfolipide celulare se formează în ER iiS L Fosfolipidele majore ale membranei diferă prin compoziția capului Împreună cu participarea la sinteza fosfolipidelor, EPR este un loc pentru sinteza sterolilor Colesterolul este unul dintre principalii steroli ai membranelor celulare; biosinteza acestuia se realizează în mai multe etape Primele câteva reacții au loc în citosol, iar restul în membrana ER Tot în EPR se află și elementele necesare pentru reglarea formării colesterolului Mediatorii cheie ai acestei căi de reglare sunt proteinele care se leagă de elementul de răspuns reglator al sterolilor (SREBP) Aceste proteine sunt de obicei integrate în membrana ER și conțin o buclă mică pe partea lumen care conectează două domenii transmembranare, ale căror regiuni N- și C-terminale sunt orientate spre citosol De asemenea, în ER se află și proteina SCAP (proteina de activare a clivajului SREBP) Această proteină controlează nivelul de colesterol intracelular Atunci când este nevoie de sinteza crescută a colesterolului, SCAP transportă SREBP din ER la aparatul Golgi Acolo, SREBP este scindată și porțiunea N-terminală a moleculei este eliberată în citosol (Reacția implică aceleași proteaze care scindează ATP în condiții de stres în ER (vezi Interacțiunea dintre ER și nucleu previne acumularea de proteine desfăcute în lumen ) Domeniul N-terminal al SREBP migrează apoi către nucleu , unde acționează ca un factor de transcripție, activând expresia genelor în cascada reacțiilor de biosinteză a colesterolului Lipidele trebuie să miște sEPR pe membrane alte organite Puncte cheie • Fiecare organel are o compoziție unică de lipide, ceea ce sugerează un transport specific de lipide de la ER la fiecare organel • Mecanismul de transport al lipidelor între organele este necunoscut, dar poate implica contact direct între RE și alte membrane celulare • Când lipidele se deplasează prin stratul dublu, apare asimetria straturilor membranare După sinteza lipidelor în RE, acestea trebuie transportate către alte membrane celulare Acest proces este complicat de faptul că organele membranare diferă în compoziția lipidelor; astfel, transferul trebuie să fie un proces specific și nu doar metabolismul lipidic Prin urmare, trebuie să existe mecanisme care să asigure nu numai mișcarea lipidelor, ci și direcția acestui proces Deși mecanismul transportului lipidelor rămâne neclar, au fost propuse mai multe modele de mișcare O schemă implică prezența contactului direct între membrane, așa cum este cazul, de exemplu, între ER și mitocondrii în MSM Probabil când CAPITOLUL Adresarea pe membrană a proteinelor membranele celor două organite sunt direct adiacente una cu cealaltă, ceea ce facilitează mișcarea fosfolipidelor între ele O astfel de schemă de distribuție a lipidelor pare probabilă, deoarece se știe că ER este în contact direct cu toate organelele celulare majore Acestea din urmă includ membrana plasmatică, rețeaua Trin Golgi, peroxizomi, vacuole și endozomi/lizozomi Deși semnificația funcțională a acestor contacte nu a fost elucidată la fel de detaliat ca pentru MSM, dar dacă sunt într-adevăr de natură comună, ele pot servi ca mijloc de transport al lipidelor de la un organel la altul și pot asigura specificul acestui proces Au fost propuse și alte ipoteze pentru a explica mecanismul transportului lipidelor Până de curând, conceptul de proteine purtătoare fosfolipide a fost în general acceptat Aceste proteine au fost descoperite în experimente in vitro pentru capacitatea lor de a schimba lipide între membrane Proteinele extrag lipidele dintr-o membrană și le plasează într-un buzunar de legare hidrofob unde rămân până când sunt transferate pe o altă membrană Deși aceste proteine pot fi implicate în transferul direct al fosfolipidelor între organele, este puțin probabil ca acestea să provoace o creștere a compoziției lor lipidice, deoarece atunci când o lipidă se disociază de o proteină membranară, o altă lipide a aceleiași membrane îi ia locul în proteină Nu există date despre rolul acestor proteine în transportul lipidelor in vivo De asemenea, se presupune că în timpul transportului veziculelor de-a lungul căii secretoare, împreună cu proteinele, sunt transferate noi lipide Cu toate acestea, acest mecanism pare puțin probabil, deoarece substanțele care împiedică mișcarea veziculelor de-a lungul căii secretorii nu blochează transportul lipidelor din ER la membrana plasmatică Veziculele secretoare nu pot furniza lipide mitocondriilor și cloroplastelor, deoarece EPR nici măcar nu este asociat cu aceste oranella prin calea secretorie În unele cazuri, lipidele formate în ER sunt exportate în alte celule În același timp, unele celule specializate transportă lipidele sub formă de lipoproteine de-a lungul căii secretorii Acestea din urmă sunt agregate mari formate din proteine și lipide și sunt folosite pentru a transporta metaboliți insolubili în apă, în special colesterol și triacilgliceroli, prin fluxul sanguin Ele constau dintr-un miez care contine colesterol si triacilgliceroli, inconjurati de un monostrat de fosfolipide si proteine Există mai multe tipuri de lipoproteine care diferă ca densitate De interes deosebit sunt lipoproteinele cu densitate joasă (LDL), deoarece acestea sunt formate în lumenul ER al celulelor hepatice și intestinale și apoi sunt transportate din ele prin calea secretorie Fosfolii sunt precursori ai LDL pids cu densitate foarte scăzută (VLDL), care sunt sintetizate pe partea citosolică a RE și apoi trec probabil prin membrană Acolo, ei reacționează cu proteina ApoB pe măsură ce se translocă în lumenul ER Particulele de VLDL formate sunt transportate de-a lungul căii secretorii Dacă particula nu a fost asamblată corect în lumenul ER, atunci datorită translocației retrograde, proteina ApoB se întoarce în citosol, unde se degradează (vezi Proteinele ER pliate greșit intră în citosol, unde sunt degradate) Cele două straturi ale membranei diferă adesea în ceea ce privește compoziția lipidică Puncte cheie Distribuția asimetrică sugerează mișcarea moleculelor de lipide între straturile de membrană Mișcarea lipidelor între straturi are loc cu participarea enzimelor ("flippase") Adesea lipidele sunt distribuite asimetric între cele două straturi ale membranei De exemplu, fosfatidilcolina se găsește predominant în stratul exterior al membranei plasmatice duble, în timp ce fosfatidiletanolamina și fosfatidilserina se găsesc predominant în stratul adiacent citosolului Unele mecanisme de semnalizare, precum și interacțiunile intercelulare, depind de această asimetrie Se menține datorită faptului că capetele polare ale lipidelor nu pot trece prin interiorul hidrofob al stratului dublu Ca urmare, mișcarea spontană a lipidelor între cele două straturi ale membranei are loc într-un ritm extrem de scăzut Incapacitatea lipidelor de a se deplasa independent de la un strat la altul (flipping) necesită participarea enzimelor numite flippaze Cel puțin unele dintre ele trebuie să fie prezente în membrana ER, deoarece sinteza lipidelor este limitată la partea sa adiacentă citosolului În absența unei tranziții între straturi, doar această parte a membranei va crește în timpul sintezei de noi lipide În drojdie, proteina Rftlp a fost identificată ca o flipază, dar mecanismul său de acțiune rămâne neclar Această proteină și alte flippaze pot acționa prin simpla echilibrare a compoziției lipidice a celor două straturi, sau inversarea lipidelor poate fi ajustată pentru a crea asimetria necesară Aparent, stabilirea asimetriei necesită participarea enzimelor care prezintă selectivitate pentru anumite "capete" de lipide, precum și costuri energetice Deși există dovezi puternice pentru existența flippaselor, purificarea și caracterizarea acestor proteine este o provocare Nu se știe cât de larg sunt distribuite în celule, precum și localizarea lor Cele două straturi ale membranei diferă adesea în ceea ce privește compoziția lipidică EPR morfologic și funcțional subdivizată într-un număr de departamente Puncte cheie • Morfologic, RE este împărțit într-o serie de compartimente, care includ RE granular, care secretă proteine, RE agranular (neted), în care are loc formarea de steroizi și detoxifierea medicamentelor și reticulul sarcoplasmatic, care este un depozit pentru depozitare depozite intracelulare de calciu • În funcție de tipul de celule, ER agranular poate avea diferite funcții • EPR este, de asemenea, subdivizată în secțiuni în funcție de caracteristicile sale biologice moleculare, dar aceasta nu se manifestă morfologic în niciun fel Studiul EPR la un microscop electronic arată că acest organel are o structură extrem de eterogenă În unele părți ale celulei, formează structuri mari plate (cisternă), adesea dispuse în paralel și uneori strâns adiacente între ele (Fig ) Uneori, EPR are o structură de tubuli lungi curbați Aceste două forme sunt interconectate și formează o singură structură continuă În apropierea anvelopei nucleare, care face parte din EPR, se găsesc structuri plate și stivele acestora Celula este pătrunsă cu o rețea de tubuli care asigură contactul între membrana plasmatică și membranele altor organite Eterogenitatea structurală a EPR reflectă distribuția spațială a funcțiilor sale între departamentele specializate Această specializare poate fi văzută ca o continuare a procesului, ca urmare a căruia, pentru prima dată, o parte a membranei plasmatice de-a lungul a dobândit o funcție secretorie, ceea ce a dus la formarea EPR După ce s-a format, organele au dobândit noi funcții și o nouă membrană, subdivizată în departamente specializate Deși nu există nicio îndoială că EPR este o structură foarte diferențiată în ceea ce privește funcțiile sale, mecanismul responsabil de specializarea departamentelor sale nu a fost încă elucidat RE este format din reticul endoplasmatic neted și granular Reticulul granular este acoperit cu ribozomi, pe care se sintetizează proteinele secretate sau membranare Ribozomii sunt clar vizibili la microscopul electronic și dau membranei aspectul său tipic (care dă reticulului numele) Reticulul endoplasmatic granular este caracteristic mai ales celulelor care secretă o cantitate mare de proteine Acestea includ celule endocrine, cum ar fi celulele a și p ale pancreasului, care secretă hormoni în fluxul sanguin și limfocitele B, care produc și secretă anticorpi După cum se arată în aceste celule, ER granular ocupă o mare parte a spațiului intracelular, în timp ce în multe alte tipuri de celule această structură nu este atât de larg reprezentată și nu este atât de bine organizată În schimb, ER neted nu conține ribozomi (r') În majoritatea celulelor, ER neted este în mare parte limitat la zona în care veziculele care conțin proteine înmuguresc din ER pentru transportul către aparatul Golgi Această regiune este cunoscută ca ER de tranziție sau Compartimentul Intermediar ELR-Golgi (ERGIC) Reticulul neted, în sensul larg al termenului, desemnând ER fără ribozomi, îndeplinește și alte câteva funcții: este implicat în metabolismul lipidelor și a glicogenului, în sinteza steroizilor și în detoxifierea medicamentelor Aceste caracteristici sunt " ) Ca urmare a unor astfel de evenimente evolutive, spre deosebire de alte organite, mitocondria a fost înconjurată de două membrane, și nu de una Proteinele destinate interiorului mitocondriilor (matricea mitocondrială) trebuie să treacă prin ambele membrane și prin spațiul dintre ele (spațiul intermembranar) Fiecare membrană este pătrunsă cu un complex multi-enzimă specific care include un canal de translocare eu іembraі ABSORBŢIE DEZVOLTAREA MEMBRANEI INTERNE pe membrana interioară atrix MITOCONDRII Mitocondriile pot avea originea din celule procariote capturate înghițite de celule mai mari Ulterior, mitocondriile au dobândit funcții specializate producătoare de energie Aceasta explică de ce sunt înconjurate de o membrană dublă și conțin propriul lor genom Complexul TOM (translocaza membranei exterioare) se întinde pe membrana exterioară, iar complexul TIM (translocaza membranei interioare) se întinde pe membrana interioară În anumite puncte dintre membrane, ambele complexe sunt în contact, dar sunt capabile să acționeze independent Secvența semnalelor (c)(c) MLRAALSTARKGPRLSR o Reziduuri bazice de aminoacizi Reziduuri hidrofobe OREZ , În timpul formării structurii elicoidale, secvența semnalului mitocondrial formează suprafețe cu proprietăți de bază și hidrofobe Secvența de aminoacizi corespunzătoare semnalului mitocondrial este prezentată în partea de sus, iar aceeași secvență, încolăcită, este afișată în dreapta Regiunea hidrofobă a helixului interacționează cu golul hidrofob Torn ; reziduurile de aminoacizi încărcate pozitiv interacționează cu domeniul acid al lui Thorn În stânga este afișată structura Torn asociată cu secvența semnalului; suprafata hidrofoba a proteinei este evidentiata cu galben Fotografie prin amabilitatea lui Daisuke Koda, Universitatea Kyushu De la: Cell, voi , Abe, Y , et al, Structural Basis of Presequence , pp - (r) Elsevier CAPITOLUL Adresarea pe membrană a proteinelor Proteinele mitocondriale sunt transportate la membrană după terminarea translației Aceasta recunoaște secvența semnal N-koh-terminală, care are de obicei - de aminoacizi lungime Această secvență este îmbogățită atât în aminoacizi bazici (încărcat pozitiv), cât și în aminoacizi hidrofobi Aceste reziduuri formează elice amfipatice cu grupări încărcate pe o parte și reziduuri hidrofobe pe cealaltă parte Secvența semnal al proteinei mitocondriale este recunoscută pentru prima dată de Tot , o proteină integrală din membrană care este o componentă a complexului TOM Tot se leagă de partea hidrofobă a secvenței de semnalizare, situată în șanțul superficial (spre deosebire de șanțul profund și flexibil utilizat de SRP atunci când țintește în EPR) După cum arată > >) Organizarea căii de exocitoză în celulele acinare pancreatice este prezentată în Fig l EPR este reprezentată de un singur compartiment cu domenii clar definite, printre care rolul cel mai important în secreție îl joacă EPR granulară sau rugoasă (GREPR) "Rugozitatea" sa se datorează ribozomilor legați care sintetizează Prezentare generală a căilor de exocitoză OREZ Fotografie cu microscopul electronic cu transmisie care arată granule de zimogen fuzionate cu membrana plasmatică Conținutul granulelor este eliberat în canalul pancreatic Fotografie prin amabilitatea lui Lelio Orzi, Universitatea din Geneva, Elveția OREZ Fotografie cu microscopul electronic cu transmisie care arată organele dintr-o celulă acinară pancreatică Exocitoza implică reticulul endoplasmatic granular, aparatul Golgi și granulele de zimogen Aceste celule au un ER granular deosebit de dezvoltat și multe granule de zimogen Fotografie prin amabilitatea lui Lelio Orsi, Universitatea din Geneva, Elveția proteine secretoare care sunt transportate prin stratul dublu lipidic în lumenul ER (vezi Adresarea membranară a proteinelor) Cisternele EPR turtite sunt împachetate împreună și ocupă partea bazală a celulei Un număr mare de elemente EPR din celulele pancreatice asigură un număr suficient de locuri de legare și translocare ribozomale pentru milioane de enzime digestive care sunt sintetizate în ele în fiecare minut În majoritatea celulelor eucariote, membranele ER sunt cele mai abundente membrane intracelulare Chiar și în celulele care nu sunt specializate în secreția de proteine, membranele ER reprezintă de obicei aproximativ % din toate membranele celulare Proteinele secretoare nou sintetizate sunt transferate din ER în aparatul Golgi, care este un organel care conține multe compartimente (vezi Fig ) O trăsătură caracteristică a organelelor este prezența stivelor Golgi, sau dictiozomilor, care sunt șiruri verticale de rezervoare aplatizate, asemănătoare stivelor de pâine pita (pâine rotundă plată cu un buzunar în interior care poate fi umplut cu orice umplutură) Stiva Golgi are polaritate și constă din cis-, media- și trbshs-cistern Rezervorul /D/s este situat pe partea laterală a intrării în aparatul Golgi, iar trans-cisternul este situat la ieșirea din acesta Marginile expandate ale cisternelor reprezintă locurile din care înmuguresc veziculele de transport și cu care se contopesc Cisternele Golgi conțin diverse enzime care efectuează modificări post-translaționale ale majorității proteinelor transportate Cele mai bine caracterizate enzime sunt cele care modifică O- și N-oligozaharidele asociate cu proteinele Aceste oligozaharide îndeplinesc multe funcții, inclusiv adresarea enzimelor lizozomale nou sintetizate către lizozomi (pentru detalii, vezi În timpul procesului de transfer, reziduurile de zahăr sunt adăugate la multe proteine și - proteine lizozomale sunt sortate în rețeaua trans-Golgi) După cum se arată în fig ^ pentru N-oligozaharide, modificarea reziduurilor bogate în manoză atașate la ER are loc în mod treptat și duce la conversia treptată a oligozaharidelor "imature" bogate în manoză în structuri complexe, bogate în acid sialic Se crede că enzimele responsabile de aceste etape sunt situate una în spatele celeilalte de-a lungul stivei de rezervoare Enzimele implicate în etapele incipiente ale acestui proces sunt probabil pe partea de intrare a aparatului Golgi, care primește mai întâi proteinele exportate din ER Enzimele care acționează ulterior (de exemplu, adăugarea de reziduuri de acid sialic) se găsesc pe partea de ieșire, de unde proteinele secretate părăsesc aparatul Golgi Stivele Golgi sunt delimitate pe fiecare parte de rețeaua reticulotubulară Rețeaua Zfuc-Golgi (CGN), CAPITOLUL Mișcarea proteinelor între membrane Glucoză GlcNAc Galactoză Manoză Fucoză Acid sialic F F w J A '■ / "" X V -/ i > 'g nm nm - nm - nm nm GuiS -t- Există mai multe mecanisme de endocitoză Potrivit Conner, SD și Schmid, S L Nature : - o reacție de protecție în organismul gazdă Macrofagele sunt, de asemenea, implicate în curățarea corpului de celule senescente sau apoptotice prin fagocitoză, care apare chiar și în absența infecției (Figura -tj) Deoarece fagocitele adevărate au receptori specifici care declanșează fagocitoza, ele sunt mai eficiente în captarea particulelor decât alte celule De exemplu, macrofagele și unele alte celule fagocitare exprimă receptori pentru moleculele de anticorpi h i - Micrografie electronică a unui macrofag care absoarbe un eritrocit Fotografie prin amabilitatea lui John M Robinson, Universitatea Ohio EXP: - Pinocitoza este un termen general care include mai multe mecanisme de captare De obicei, se formează o mică veziculă endocitară, care atinge , - , microni în diametru Cel mai bine studiat tip de pinocitoză este endocitoza mediată de receptor În studiile timpurii privind absorbția lipoproteinelor cu densitate joasă (LDL) de către receptorii corespunzători, au fost obținute o mulțime de informații conceptuale care contribuie la înțelegerea mecanismelor de endocitoză (vezi IIIdIIacFim- Un număr mare de receptori localizați la suprafață a celulelor leagă liganzi, care includ nutrienți, factori de creștere, hormoni, anticorpi sau antigeni Complexele receptor-ligand sunt preluate, acumulându-se în regiuni specifice ale membranei plasmatice numite "gropi acoperite" (vezi - pentru mai multe detalii, clatrina) veziculele sunt implicate în mod obișnuit în endocitoză) formând vezicule care fuzionează cu endozomii timpurii Într-un mediu acid din endozomi, legarea unor liganzi de receptori este ruptă, receptorii direcționați înapoi la suprafața celulei, iar liganzii direcționați către endozomii tardivi și apoi la lizozomi Unele complexe receptor-ligand din endozomii timpurii nu se disociază, ci în schimb e, ca liganzi liberi, sunt trimiși la lizozomi (vezi - Unii receptori sunt reciclați din endozomii timpurii, în timp ce alții sunt degradați în lizozomi) Există mai multe variante ale căii principale de endocitoză Unele celule conțin lizozomi, în care are loc doar degradarea parțială a materialului ingerat, care este esențială pentru dezvoltarea unui răspuns imun la agenții patogeni capturați bun CAPITOLUL Mișcarea proteinelor între membrane REPREZENTAREA ANTIGENULUI Antigenul Anticorp Transport la membrana plasmatica În celulele sistemului imunitar, lizozomii specializați degradează antigenele proteice captate pentru a forma peptide care se leagă la moleculele MHC de clasa II Complecșii peptidă-MHC de clasa II sunt transportați la membrana plasmatică pentru prezentarea antigenului la celulele efectoare Internalizarea J De specialitate lizozom Transportul la lizozomi și degradarea antigenului de către proteaze DESPRE Peptide antigene Proteina MHC clasa II un exemplu sunt celulele dendritice, care sunt celule de origine leucocitară prezente în sânge și în toate țesuturile corpului Ei inițiază aproape toate răspunsurile imune datorită capacității lor unice de a stimula limfocitele B și T să recunoască și să distrugă agenții patogeni Celulele dendritice captează antigenele circulante sau agenții patogeni și îi livrează într-un compartiment specializat de lizozom Acești lizozomi nu au capacitatea de a digera complet proteinele, ceea ce favorizează formarea de peptide scurte ( - reziduuri de aminoacizi) care se leagă de proteinele complexului major de histocompatibilitate clasa II (MHC) O altă caracteristică a acestor lizozomi permite complexelor de peptide și MHC clasa II să le părăsească datorită formării de tubuli lungi, prin care conținutul este transportat către membrana plasmatică (L și -) Apoi, complexele peptidei și MHC clasa II vin la suprafața membranei, unde stimulează celulele efectoare O altă variantă de endocitoză sugerează că materialul absorbit de celulă ocolește complet calea lizozomală Acest proces se numește transcitoză și este caracteristic celulelor epiteliale specializate care căptușesc cavitățile corpului, cum ar fi suprafața interioară a intestinului Funcția celulelor epiteliale este de a regla transportul de materiale între corp și mediu Aceste celule sunt strâns adiacente între ele și formează un strat continuu Ele sunt polarizate, iar suprafața "apicală" este întoarsă spre lumenul intestinului, iar cea "bazală" - în sens invers, spre sânge De obicei, transcitoza începe cu formarea unei vezicule acoperite cu clatrină pe membrana apicală sau bazolaterală Această veziculă fuzionează cu endozomul timpuriu, rezultând formarea unei vezicule transcitice aparținând tipului de veziculă de reciclare veziculă transcitotică la este transferat pe suprafața opusă a celulei și se contopește cu membrana În timpul absorbției nutrienților în intestin, unele dintre veziculele de transport care se formează în timpul endocitozei pe suprafața apicală se deplasează direct pe partea bazală și astfel eliberează componente interiorizate fără riscul distrugerii lor în lizozomi (p v ) Mai mult f Complex contacte ( Transcitoza ^ veziculă Nucleu Într-o celulă polarizată, procesul de transcitoză se desfășoară în așa fel încât materialul transportat prin mecanismul de endocitoză dintr-un domeniu membranar trece prin celulă și iese printr-un alt domeniu membranar prin exocitoză Prezentare generală a căilor de endocitoză un exemplu de transcitoză este transferul factorilor de imunitate umorală de la mamă la nou-născut Imunoglobulinele prezente în laptele matern în intestinele copilului sunt captate de receptorii apicali, care le transportă în cealaltă parte a epiteliului și le livrează în plasma sanguină Odată cu transferul prin gropile mărginite, pe membrana plasmatică se formează și alte tipuri de vezicule endocitare (vezi Fig ) Caveolile sunt mici invaginări la suprafața membranelor acoperite cu caveolină Aparent, caveolele acumulează niște receptori și lipide membranare care nu sunt transportate prin gropile mărginite Acești receptori și lipide intră în celulă atunci când mugurii caveola formează o veziculă Membrana plasmatică formează, de asemenea, structuri eterogene mai mari numite macropinozomi Ele se formează de obicei ca răspuns la acțiunea factorilor de creștere și sunt vacuole mari, asemănătoare ca dimensiune cu fagozomii Ele pot conține picături mari de lichid extracelular Materialul care a intrat în celulă cu ajutorul caveolelor și macropinozomilor ajunge la aceiași endozomi și lizozomi, la fel ca și materialul absorbit prin gropile mărginite În unele cazuri, conținutul caveolelor poate fi stocat într-un endozom special numit caveosome În cele din urmă, unii metaboliți intră în celulă împreună cu mici vezicule pinocitare, care se formează în absența unor tipuri cunoscute de plicuri (ringing) Interesant, unii virusuri animale folosesc valorile pH-ului acid caracteristice endocitozei pentru a intra în citoplasma celulei, unde sunt supuse unui ciclu de replicare Astfel, virusurile stomatitei veziculoase și pădurea Semliki pătrund în celulă prin mediul acid al lumenului endozomilor; în același timp, sunt activate glicoproteinele "spinilor" de pe suprafața particulei virale și începe procesul de fuziune a membranelor virusului și endozomului În acest caz, genomul viral intră în citoplasma celulei și infecția începe să se răspândească În celulele drojdiei în devenire cerevisiae are loc pinocitoza, dar nu și fagocitoza Acest lucru nu este surprinzător, deoarece celula de drojdie are un perete celular gros În aceste celule, organelele implicate în endocitoză sunt puțin distinse, deoarece există foarte puține dintre ele Cu toate acestea, vacuolele, care sunt analogi ai lizozomilor, sunt clar vizibile la microscopul electronic (vezi Fig ) Până de curând, studiile genetice ale endocitozei la drojdii au rămas în urmă cu studiile despre exocitoză și doar recent au devenit deosebit de importante pentru înțelegerea rolului ubiquitinării proteinelor în procesul de degradare a acestora (pentru mai multe detalii, vezi - Endozomii timpurii se transformă în târzii) endozomi şi lizozomi în timpul maturării) Idei despre transportul vezicular al proteinelor Puncte cheie Veziculele de transport mută proteinele și alte macromolecule dintr-un compartiment legat de membrană în altul, prin mecanismul exocitozei și endocitozei Franjarea complexelor proteice citoplasmatice ajută la formarea veziculelor de transport și la selectarea proteinelor pentru a fi transportate Proteinele destinate transportului într-un compartiment sunt sortate din proteine rezidente și proteine destinate transportului în alte compartimente Veziculele de transport folosesc fixatori și SNARE pentru a se andoca și a se îmbina cu următoarele compartimente de-a lungul rutei de transport Transportul anterograd (direct) al veziculelor este compensat de transportul lor retrograd (invers) Veziculele transportate în timpul transportului retrograd conțin proteine reciclate și intacte Am observat deja mai sus că celulele eucariote conțin multe compartimente limitate de membrane, fiecare dintre acestea fiind caracterizat prin compoziția și funcțiile sale Aceste compartimente fac adesea schimb de componente, în special în timpul endocitozei și exocitozei Deoarece în mod normal proteinele și lipidele difuzează liber de-a lungul stratului dublu lipidic, orice interacțiune fizică directă între sisteme membranare diferite creează aleatoriu Am propus ideea că schimbul de componente are loc cu participarea veziculelor de transport (vezi Fig ) și pentru a menține constanța compoziției compartimentului, veziculele ar trebui să conțină doar componente selectate În această secțiune, vom prezenta mecanismul de transport vezicular Transportul vezicular poate fi reprezentat ca o succesiune a mai multor procese (r/iC H;) Aceste procese includ selecția încărcăturii (încărcătură), formarea și înmugurirea veziculelor, îndepărtarea (rămăgirea) învelișului proteic, retenția și atașarea veziculelor, fuziunea și reciclarea proteinelor de fuziune În primul rând, trebuie selectate proteinele transportate La capătul citoplasmatic al moleculelor de proteine membranare, cum ar fi receptorii, există diverse semnale de sortare Proteinele solubile sunt fie preluate de receptorul corespunzător, fie difuzează fără discernământ în vezicula rezultată (vezi - Înțelegerea transportului de semnalizare și a fluxului proteic neselectiv) Procedura de selecție trece și prin proteine utilizate în etapele ulterioare ale transportului Unele proteine rezidente, inclusiv proteinele membranare și solubile, au secvențe specifice care determină locația lor într-un anumit compartiment Aceste secvențe exclud selecția proteinelor sau includerea lor în veziculul de transport rezultat Alegerea încărcăturii are loc prin legarea la semnalele de sortare ale proteinelor citoplasmatice specifice, pe CAPITOLUL Mișcarea proteinelor între membrane G Procesul de transport vezicular constă din mai multe etape care asigură încorporarea selectivă a proteinelor de marfă în veziculele de transport și fuziunea selectivă a acestora cu membrana țintă numite proteine de margine Aceste proteine se leagă de semnalele de sortare direct sau printr-un complex adaptor care leagă proteina de marfă de complexul proteic franjant Acesta din urmă determină tipul veziculei de transport Diferite proteine sunt implicate în diferite mecanisme de transport De exemplu, proteinele COPI și COPII sunt implicate în exocitoză, în timp ce veziculele de clatrină sunt singurul tip de vezicule implicate în endocitoză (α și і h) Compoziția veziculelor care asigură transportul între compartimente reflectă principiul de bază al transportului selectiv Nu numai proteinele de marfă diferă unele de altele, ci și sistemul de selecție a acestora, înmugurirea veziculelor, ancorarea și fuziunea acesteia Toate acestea sunt determinate de compartimentele donor și acceptor (pentru detalii, vezi - vezicule acoperite cu COPII sunt implicate în transportul de la ER la aparatul Golgi, - vezicule acoperite cu COPI sunt implicate în transportul retrograd al proteinelor de la aparatul Golgi la RE, iar - De obicei veziculele de clatrină sunt implicate în endocitoză) Pentru a forma o veziculă, membrana organelului trebuie să formeze o proeminență asemănătoare rinichilor (Fig ) Complexele de frontieră și adaptoare sunt implicate în acest proces, probabil prin legarea la fosfolipidele care conțin fosfoinozitol După formarea mugurilor, proteinele de dantelă eliberează o veziculă acoperită cu proteine care conține absorbit material Procesul de dantelare a veziculelor necesită închiderea membranei, care separă vezicula de compartimentul donator Mecanismele care provoacă proeminența membranei și dantelă veziculelor rămân necunoscute În comparație cu alte tipuri de vezicule, procesele de formare și dantelare a veziculelor de clatrină sunt mult mai bine înțelese Odată ce o veziculă este formată, proteinele marginii sunt îndepărtate (un proces numit "stripping") și utilizate în cicluri repetate de înmugurire a noilor vezicule Eliberarea veziculei din proteina fringing pare a fi necesară pentru interacțiunea acesteia cu membrana compartimentului receptor Atașarea unei vezicule la compartimentul destinatar are loc în două etape: prima etapă se numește retenție, a doua este ancorarea (atașarea) Se presupune că retenția permite veziculei să testeze membrana pentru a determina dacă aceasta este ținta corectă La acostare, membranele intră în contact strâns, asigurând fuziunea lor Retenția veziculelor implică mici GTPaze din familia Rab și proteine speciale de retenție care formează complexe proteice Aceste complexe sunt specifice fiecărei perechi: transportă veziculă-organul de destinație și astfel joacă un rol auxiliar în asigurarea livrării țintite a materialelor (pentru detalii, vezi - Rab-GTPaze) Înțelegerea transportului vezicular al proteinelor exocitoză Endocitoza Cele trei tipuri principale de acoperiri caracteristice procesului de transport vezicular sunt CO PI, COPII și franjuri de clatrină iar proteinele de retenție sunt două tipuri de proteine care reglează adresarea veziculelor) Când sunt reținute, proteinele SNARE situate pe veziculă formează un complex cu proteinele de pe suprafața organelului receptor Acest complex "atașează" vezicula și joacă un rol esențial în fuziune, care este necesar pentru ca vezicula să-și îndeplinească pe deplin sarcina de a furniza componente ale membranei și molecule solubile la destinație Numai prin fuziunea membranei poate intra în contact conținutul celor două compartimente Numeroase evenimente de fuziune a membranei care apar în timpul exocitozei și endocitozei sunt determinate de diferite combinații de proteine SNARE Ulterior, NSF ATPaza și proteina de legare a SNAP degradează complexele SNARE care s-au format în timpul fuziunii membranei Apoi, din membrana donatoare, SNARE intră în veziculele de transport în devenire și revine din nou la membrana donatoare (A se vedea - pentru detalii Proteinele SNARE probabil să fie implicate în fuziunea veziculelor cu membranele țintă ) Studiile mecanismelor moleculare ale transportului vezicular au contribuit în mare măsură la dezvoltarea de noi opinii asupra tuturor aspectelor transportului membranar Utilizarea metodelor de reconstrucție a proceselor de transport sau fuziune a organelelor a făcut posibilă identificarea și izolarea proteinelor individuale (de exemplu, EXP: - EXP: - măsuri, SNARE, NSF, SNAP) (Pentru mai multe vezi | ) Izolarea mutanților de drojdie (Saccharomyces cerevisiae) cu defecte în secreția de proteine a confirmat semnificația fiziologică a acestor proteine și a făcut posibilă descoperirea multor alte proteine Ca rezultat al studiilor de mutageneză direcționată pe site și al căutărilor în bazele de date, au fost elucidate semnale de sortare care direcționează proteinele către vezicule de transport specifice Concepte de transport de semnalizare și flux neselectiv de proteine Puncte cheie • Proteinele secretoare solubile, în special cele secretate în cantităţi mari, nu necesită întotdeauna semnale specifice de exocitoză • Nevoia de sortare a semnalelor poate fi limitată de proteinele membranare și de receptori, în special de cei care vizează anumite organele, cum ar fi lizozomii • Unele proteine solubile poartă semnale care le permit să interacționeze cu receptorii care sunt implicați în transportul acestor proteine către lizozomi CAPITOLUL Mișcarea proteinelor între membrane Există două idei despre modalitățile de transport al proteinelor prin mecanismul de endocitoză și exocitoză Acestea sunt transportul de semnalizare și fluxul neselectiv ( '• Neuronul cerebral al unui pacient cu boala Tey Sax Sunt observați mulți lizozomi anormali, dintre care unul este prezentat la mărire mare Fotografie reprodusă cu permisiunea Journal of Neuropathology and Experimental Neurology Asamblarea moleculelor semnal de sortare care implică receptorul manoză- -fosfat Oligozaharidele cu conținut ridicat de manoză asociate cu enzimele lizozomului suferă modificări în cisternele timpurii ale aparatului Golgi atunci când la acestea se adaugă fosfat de N-acetilglucozamină Restul de N-acetilglucozamină este îndepărtat în ultima cisternă Golgi Aceasta demască reziduul manoză- -fosfat, care este recunoscut de receptorii M- -P Rețeaua trans-Golgi sortează proteinele lizozomale În general, reziduul GlcNAc-P este adăugat în stadiile incipiente ale găsirii proteinei în aparatul Golgi Apoi, o enzimă specială care este prezentă în rețeaua trsss-Golgi elimină reziduul GlcNAc, deschizând grupul M- -P Astfel, semnalul de sortare apare doar când începe procesul de sortare în sine Desigur, multe proteine transportate prin mecanismul exocitozei se caracterizează prin prezența oligozaharidelor cu un conținut ridicat de manoză, iar aceste proteine nu sunt enzime ale lizozomilor Prin urmare, împreună cu semnalul de sortare M- -P, trebuie să existe și alte informații specifice doar enzimelor lizozomale Această informație nu este încorporată într-o secvență liniară de aminoacizi, așa cum este cazul multor alte semnale de sortare, ci este situată într-o regiune specifică a moleculei de enzimă lizozomală În primul rând, înainte de a modifica reziduul de oligozaharidă, fosfotransferaza trebuie să recunoască acest situs Semnalul de sortare M- -P este recunoscut de receptorii M- -P (există două tipuri de acești receptori), care sunt localizați în rețeaua trans-Golgi Regiunile citoplasmatice ale ambelor tipuri de receptori conțin semnale de la titruri care asigură transportul în endozomi Unul dintre ele este un semnal de tirozină, poate fi recunoscut de complexul adaptor de clatrină AP- situat în rețeaua transgolgi (pentru detalii despre adaptoare, vezi - Complexele adaptoare Bind Clathrin and Cargo Transmembrane Proteins) Un alt semnal, situat pe partea citoplasmatică a receptorului M- -P, conține două resturi de leucină înconjurate de aminoacizi acizi Acest semnal diferă de aceleași semnale care asigură absorbția proteinelor de la suprafața celulei și interacționează cu proteina GGA (p^) GGA aparține familiei proteinele, numite astfel deoarece sunt localizate în aparatul Golgi, conțin secvențe omoloage domeniului suplimentar al y-adaptinului și se leagă de factorul de ribozilare ADP Se presupune că proteinele GGA sunt molecule de ambalare care ajută la încărcarea receptorilor M- -P cuplati cu enzime lizozomale în veziculele de clatrină înmugurite din rețeaua β-Golgi Aparent, GGA-urile transmit receptorul M- -P și clatrina la complexul AP- prezent în vezicula rezultată OREZ 'il- Când se formează o rețea de vezicule acoperite cu clatrină în trans-Golgi, GGA poate transfera receptorii de manoză- -fosfat și de clatrină la complexe adaptoare AP- CAPITOLUL Mișcarea proteinelor între membrane După cum se arată în , format în trans-Tol- Este probabil ca veziculele de clatrină să fie direcționate către endozomi tardivi, unde receptorul M- -P și enzima asociată acestuia sunt disociate, în mod similar cu complexul receptor-ligand în timpul endocitozei Livrarea enzimei din rețeaua trdas-Golgi către endozomii timpurii poate avea loc și într-un mod mai rar, prin intermediul suprafeței celulare Endozomii au un mediu mai acid decât rețeaua trans-Gol, iar la pH acid, enzimele sunt scindate din receptorii M- -P, ceea ce duce la acumularea de enzime libere în lumenul endozomilor Apoi receptorii M- -P sunt reciclați din endozomi în rețeaua trans-Golgi și re-participă la procesul de transport Reciclarea folosește o altă proteină adaptor, TIP , care recunoaște un semnal de sortare diferit (conținând fenilalanină/triptofan sau reziduuri de aminoacizi hidrofobe) în regiunea citoplasmatică a receptorului M P TIP diferă de alți adaptori cunoscuți prin faptul că concentrează proteina Rab în veziculele rezultate, care returnează receptorii M- -P în rețeaua Trdas-Golgi Rab este implicat în abordarea ulterioară a acestor vezicule Transportul enzimelor lizozomale solubile în endozomi prin exocitoză face parte din procesul normal de maturare a acestora Până când enzimele lizozomale ajung la destinația finală, ele sunt protejate de efectele enzimelor de degradare Există cel puțin trei mecanisme care asigură activitatea enzimatică numai în anumite compartimente: • Enzimele lizozomale sunt inactive la pH-ul aparatului ER și Golgi și sunt activate doar la pH-ul acid al endozomilor și lizozomilor Astfel, valoarea pH-ului acid din endozomi nu numai că favorizează disocierea receptorilor M- -P, dar este și esențială pentru activarea enzimei • Unele enzime lizozomale se formează în RE ca proenzime, în regiunea N-terminală a cărora există o secvență scurtă care le inhibă activitatea Inhibația persistă până când secvența este scindată în endozomi Destul de des, separarea este de natură "autocatalitică", adică o anumită Semnalul de sortare manoză- -fosfat este utilizat pentru a transporta enzimele lizozomului din rețeaua trans-Golgi către calea de endocitoză Calea principală este un transfer direct de la rețeaua trans-Golgi la endozomii tardivi Există, de asemenea, o cale suplimentară prin suprafața celulei Rețeaua trans-Golgi sortează proteinele lizozomale proteaza se activează singură la atingerea unui organel cu o valoare a pH-ului suficient de scăzută • Unele enzime activatoare sunt fosfataze care scindează semnalele de sortare M- -P Îndepărtarea acestor semnale ajută la limitarea pătrunderii în rețeaua trans-volgy a enzimelor lizozomale active prin prevenirea legării acestora la receptorii M- -P reciclați Toate aceste evenimente de maturare încep la nivelul endozomilor tardivi, când enzima intră pe calea endocitozei Odată cu promovarea ulterioară a enzimelor în lizozomi, rata și eficiența acestor evenimente cresc Începând de la endozomi timpurii până la lizozomi, are loc o scădere treptată a pH-ului: de la , - , la , - , Deoarece majoritatea enzimelor lizozomale au un pH optim de Da) și macromoleculelor între nucleu și citoplasmă poate fi investigat folosind compuși marcați cu izotopi radioactivi sau coloranți fluorescenți Acești compuși sunt introduși în citoplasmă sau în nucleele celulelor mari, cum ar fi, de exemplu, ovocitele de amfibieni Localizarea moleculelor marcate cu izotopi radioactivi se determină după izolarea fracțiilor nucleare și citoplasmatice ale celulelor, iar localizarea compușilor marcați cu coloranți se determină cu ajutorul microscopiei cu fluorescență Studiile care utilizează aceste metode au arătat că molecule relativ mici de compuși precum glucoza- -fosfat sau fluoresceina trec prin anvelopa nucleară foarte repede - în câteva secunde Într-o stare de echilibru, concentrația unor astfel de compuși pe ambele părți ale anvelopei nucleare este aceeași Considerăm că transportul acestor molecule mici are loc datorită difuziei directe, deoarece se realizează în aceeași viteză atât la o temperatură de °C, cât și la valorile sale fiziologice Dimensiunea maximă a particulelor capabile să se difuzeze liber prin învelișul nuclear a fost determinată prin injectarea unor particule de aur de o anumită dimensiune pe o parte a învelișului nuclear și înregistrarea aspectului lor pe cealaltă parte După cum se arată în aceste studii, a fost posibil să se descopere că particulele cu o dimensiune de nm sau mai puțin pot intra și părăsi nucleul datorită difuziei pasive prin porii nucleari Acest diametru corespunde unei molecule de proteine globulare cu o greutate de aproximativ kDa Deoarece viteza de difuzie a unei particule este proporțională cu dimensiunea acesteia, pe măsură ce particulele mai mari pătrund în / Multe molecule și macromolecule diferite sunt transportate prin NPC Nu sunt prezentate molecule mici, neîncărcate ( ) Părțile NPC care ies în nucleoplasmă și citoplasmă sunt numite structuri terminale Pe partea citoplasmatică a NPC, structurile terminale sunt opt fibrile relativ scurte care se extind în citoplasmă pe o distanță de aproximativ nm Din partea nucleului, fibrile similare formează un inel (Fig ) Această structură se numește coș nuclear sau vârf În unele celule ale organismelor multicelulare, fibrile suplimentare sunt trimise din coșul nuclear adânc în nucleu Din partea citoplasmei și a nucleului, structurile terminale sunt punctele de contact ale moleculelor transportate la intrarea și ieșirea din NPC (vezi - Proteinele sunt transportate selectiv către nucleu prin porii nucleari) RIG NPC-urile au structuri terminale diferite După cum arată studiile la microscopul electronic, din partea nucleului seamănă cu un coș (în stânga), iar din partea citoplasmei sunt reprezentate de fibrile (în dreapta) Fotografii reproduse de la J Struct Biol , voi , Fahrenkrog B , şi colab Anticorpi specifici domeniului pp - (r) cu permisiunea lui Elsevier Fotografie prin amabilitatea lui Uli Eby, Universitatea din Basel complecșii de pori nucleari sunt canale simetrice OREZ Fibrile citoplasmatice și coșuri nucleare de pori nucleari văzute la microscopul electronic cu transmisie Fotografie reprodusă din The Journal of Cell Biology, , vot , pp - (r) The Rockefeller University Press Fotografie prin amabilitatea lui Uli Eby, Universitatea din Basel Modelele care descriu structura porului nuclear au fost propuse pe baza analizei a sute de micrografii electronice ale NPC-urilor individuale obținute la rezoluție înaltă Au fost folosite metode matematice pentru suprapunerea imaginilor și analizarea acestora, făcând posibilă obținerea unui model mediu de distribuție a densității electronilor sau a unei structuri generalizate a miezului NPC (această metodă nu asigură rezoluția optimă a structurilor terminale) Modelele structurii cortexul de secară al celulelor YPC de drojdie și Xenopus Dimensiunea NPC a celulelor S cerevisiae și a altor eucariote unicelulare este de aproximativ x Da, adică jumătate din dimensiunea NPC a organismelor multicelulare Cu toate acestea, în ciuda diferenței de dimensiune, structura lor generală este aceeași Dimensiunea canalului central al porilor, precum și proprietățile sale de transport, sunt, de asemenea, aceleași în Metazoa și drojdie În prezent, cele mai bune imagini NPC au fost obținute prin microscopie crioelectronică După cum se arată în, în orice locație a NPC, membranele exterioare și interioare ale nucleului fuzionează Nu știm cum se întâmplă acest lucru, dar cel mai probabil fuziunea este o parte integrantă a procesului de asamblare a NPC în anvelopa nucleară Complexele sunt fixate în înveliș cu ajutorul proteinelor membranare integrale, care fac parte din principal G n-K >s Modele computerizate tridimensionale ale NPC care ilustrează distribuția densității medii de electroni Modelele sunt prezentate din lateral, de-a lungul planului învelișului nuclear și de sus, perpendicular pe anvelopă Fotografii de la Curr Opinează celulă Biol , vot , Fahrenkrog, B , etaL, The Nuclear Horn pp - (r), , cu permisiunea lui Elsevier Fotografie prin amabilitatea lui Uli Eby, Universitatea din Basel CAPITOLUL Structura kernelului și procesele de transport Nuclear în aer liber membrană membrana nucleara interioara Membranele exterioare și interioare ale învelișului nuclear se unesc la complexul porilor nucleari structurilor Aceste proteine trec în spațiul perinuclear NPC-urile pătrund în lamina nucleară și, de asemenea, se leagă de ea Modelul NPC generalizat, construit pe baza datelor multor studii, sugerează că porul nuclear este format din mai multe inele și asemănătoare structuri de spițe Aceste structuri sunt interconectate într-un mod complicat (Ch'i : ) NPC-urile constau din componente modulare Folosind un microscop electronic cu scanare, pot fi observate diferite structuri care susțin această vedere Pe baza datelor obținute se propune un model care descrie ansamblul structurilor modulare Cu toate acestea, încă nu putem verifica dacă sunt într-adevăr conectate în acest fel De asemenea, știm foarte puține despre procesul de asamblare a NPC Fixarea celulelor face posibilă observarea etapelor mișcării materialelor prin canalul NPC La examinarea preparatelor la microscopul electronic, se vede adesea că cavitatea canalului central este umplută cu un mediu dens (Fig ) Există diferite puncte de vedere cu privire la compoziția acestui mediu Potrivit unuia dintre ei, mediul este partea din NPC care este cel mai puternic asociată cu încărcătura transportată prin canal Prin urmare, termenul transportor sau manșon este folosit pentru a-l desemna Un punct de vedere alternativ sugerează că materialul dens în electroni este de fapt un complex de încărcătură cu un receptor Pe baza studiilor cu microscopul electronic de înaltă rezoluție, acest material pare să fie caracterizat prin dimensiuni diferite și localizare variabilă în canalul NPC, CITOPLLASMA VEDERE DE MAI SUS COMPLEXUL DE PORI NUCLEI VEDERE FUND Orez Se presupune că NPC-urile sunt asamblate din componente modulare Sunt prezentate fotografii ale acestor componente realizate la microscop electronic în diferite etape ale asamblarii NPC după mitoză Fotografii din desene originale, prin amabilitatea lui Martin Goldberg, Steve Begley și Terry Allen complecșii de pori nucleari sunt canale simetrice ceea ce este mai în concordanță cu punctul de vedere conform căruia este compus din complexe încărcătură-receptor În unele celule, NPC-urile se găsesc nu numai în învelișul nuclear, ci și în structuri numite membrane fenestrate, care sunt stive de membrane duble care conțin NPC-uri situate în citoplasmă Adesea, NPC-urile din straturile membranelor fenestrate sunt localizate așa cum se arată în Fig De obicei, membranele fenestrate sunt prezente în ovocitele de nevertebrate și vertebrate, dar pot fi observate și la alte tipuri de celule Originea și funcția lor rămân necunoscute NPC-urile celulelor de mamifere sunt greu de separat de învelișul nuclear, deoarece sunt de obicei asociate cu lamina, care este o structură insolubilă și, prin urmare, un obiect de studiu incomod Deoarece membranele fenestrate nu au o lamină subiacentă, ele sunt o sursă valoroasă de izolare NPC pentru studii biochimice și citologice ulterioare Probabil, NPC-urile membranelor fenestrate au aceeași structură și compoziție ca și complexele de pori ale învelișului nuclear 'bz Membrane fenestrate în ovocitele Xenopus Fotografie- Graficul a fost obținut într-un microscop electronic cu transmisie Fotografie prin amabilitatea Dr Don W Faucett Reproducere din The Cell, Fotografie de Hector E Kemes Departamentul de Endocrinologie, Spitalul de Copii Buenos Aires, Argentina Complexe de pori nucleari format din nucleoporine Puncte cheie Proteinele NPC se numesc nucleoporine Multe nucleoporine conțin repetiții scurte de secvență, cum ar fi Gly-Leu-Phe-GLy, X-Phe-X-Phe-Gly și XX-Phe-Gly Se presupune că în procesul de transport ei interacționează cu factorii de transport Unele nucleoporine sunt proteine transmembranare care leagă NPC-urile de învelișul nuclear Au fost identificate toate nucleoporinele incluse în NPC-ul celulelor de drojdie În timpul mitozei, NPC-urile sunt dezasamblate și reasamblate Unele nucleoporine prezintă proprietăți dinamice: sunt capabile să se asocieze rapid cu NPC-urile și să se disocieze la fel de repede Proteinele care alcătuiesc NPC-ul numite nucleoporine Nucleoporinele drojdiei de panificație cerevisiae au fost studiate în cel mai detaliu și presupunem că toate nucleoporinele de drojdie au fost deja identificate Au fost utilizate două abordări metodologice pentru a identifica aceste proteine Într-una dintre abordări, a fost folosită metoda genetică, adică au studiat mutanții defecte în procesele de transport nuclear O altă abordare a fost una biochimică și a inclus izolarea NPC-urilor individuale din preparatele învelișului nuclear Solubilizarea NPC-urilor de drojdie a fost facilitată de absența unei lamine nucleare în drojdie (vezi Lamina nucleară stă la baza anvelopei nucleare) Proteinele au fost fracționate prin electroforeză pe gel așa cum se arată în și identificate prin spectrometrie de masă Prin utilizarea combinată a abordărilor genetice și biochimice, a fost posibil să se identifice aproximativ treizeci de proteine Nucleoporinele metazoare au fost, de asemenea, identificate, în special din celulele de amfibieni și mamifere Deși, în acest caz, masa NPC-urilor este de aproximativ două ori mai mare decât a complecșilor de pori nucleari de drojdie, numărul de nucleoporine prezente în ele este aproximativ același În studiile pe vertebrate, este dificil să se utilizeze abordări genetice și, prin urmare, proteinele porilor nucleari au fost identificate folosind metode biochimice și imunologice Absența unei lamine nucleare în membranele fenestrate a făcut posibilă izolarea NPC-urilor din Xenopus Multe nucleoporine se caracterizează printr-o singură caracteristică - prezența mai multor repetări, constând din secvențe scurte Se crede că aceste repetări sunt locurile prin care moleculele de marfă se leagă de NPC-uri în timpul transportului Aproximativ / din nucleoporine conțin astfel de secvențe, reprezentate de reziduuri ale următorilor aminoacizi - Gly-Leu-Phe-Gly, X-Phe-X-Phe-Gly sau XX-Phe-Gly, unde X poate fi CAPITOLUL Structura kernelului și procesele de transport orice aminoacid Deoarece secvențele conțin o pereche fenilalanină-glicină (Phe-Gly), acestea sunt adesea denumite repetări FG (de la Phe-Gly) Secvențele sunt separate prin distanțiere lungi de - aminoacizi De obicei, nucleoporinele conțin - de repetări, totuși, unele pot conține doar una sau două Dacă proteina conține multe repetări, acestea sunt localizate într-o parte a moleculei Se presupune că repetările FG aliniază canalul central al NPC, unde funcționează ca locuri de andocare pentru receptorii de transport Un alt grup de nucleoporine care conțin repetări FG sunt componente ale fibrilelor din citoplasmă și coșul nuclear Interesant este că multe repetări FG pot fi îndepărtate din nucleoporinele de drojdie, dar acest lucru nu afectează viabilitatea celulară Astfel, este posibilă îndepărtarea tuturor repetărilor localizate în fibrile și în coșul nuclear, totuși, în canalul central, doar câteva repetări FG pot fi îndepărtate fără a perturba activitatea vitală a celulei O altă caracteristică a multor nucleoporine este prezența în structura lor a unui motiv numit supercoil (bicoil) Regiunile supercoilate sunt elice α specifice a căror funcție principală este de a interacționa cu alte domenii elicoidale α pentru a forma o structură multimerică Formarea superbobinelor pare a fi o etapă foarte importantă în formarea structurii generale a NPC Abia începem să înțelegem cum sunt organizate nucleoporinele în NPC-uri Pentru izolarea subcomplexelor NPC, se folosesc metode de fracţionare biochimică, apoi se identifică componentele individuale şi se clarifică organizarea lor structurală comună Această analiză vă permite să aflați prezența interacțiunii dintre nucleoporine Localizarea unei anumite nucleoporine în NPC poate fi determinată folosind microscopia imunoelectronică Această metodă utilizează anticorpi conjugați cu particule de aur pentru a detecta nucleoporine specifice Aceste studii oferă informații despre care nucleoporine sunt localizate în fibrile citoplasmatice, coșul nuclear și în partea centrală a NPC Majoritatea nucleoporinelor sunt localizate în părțile nucleare și citoplasmatice ale porului și doar câteva se găsesc în una dintre structurile Q terminale d j) Un număr mic de nucleoporine din NPC-urile Metazoa și celulele de drojdie sunt proteine transmembranare Trei seturi de date duc la această concluzie: • Microscopia imunoelectronică arată că aceste nucleoporine sunt situate foarte aproape de membrana porilor nucleari • Aceste nucleoporine au secvențe de aminoacizi suficient de lungi pentru a acoperi stratul dublu lipidic Nupl p Nupl p Nupl p Nupl p Poml p Nic p Dodecil sulfat Na - PAGE electroforeza J Relativ NPC-urile pot fi izolate din preparate cu membrane nucleare, iar nucleoporinele pot fi fracţionate prin electroforeză pe gel de poliacrilamidă (PAAG - gel de poliacrilamidă) Gelul colorat este prezentat (stânga) și rezultatele analizei sale densitometrice (dreapta) Unele nucleoporine prezente în cantități mari sunt marcate Adaptat din The Journal of Cell Biology, , vot , pp - , prin amabilitatea Rockefeller University Press Fotografie prin amabilitatea lui Michael Root, Universitatea Rockefeller R!-'De la la Nucleoporinele individuale pot fi detectate în NPC-uri folosind microscopia imunoelectronică Reproduct din The Journal of Cell Biology, , voi , pp - (r) The Rockefeller University Press Fotografii prin amabilitatea lui Uli Eby, Universitatea din Basel Complexele de pori nucleari sunt compuse din nucleoporine RELATIV CONŢINUT model YPC, ilustrând relativ \ continut • nucleoporine Conținutul relativ al fiecărui tip de nucleoporine poate fi calculat din datele electroforezei pe gel Modelul ilustrează conținutul relativ al diferitelor nucleoporine localizate în diferite părți ale NPC Doar acele nucleoporine care sunt situate în structurile terminale sunt situate simetric Reproduce din The Journcrt of Cell Biology VoL , pp - , prin amabilitatea The Rockefeller University Press b - - - -| - i i o i -I i * MASA MOLECULARA • Aceste nucleoporine se găsesc în preparatele de înveliș nuclear după ce au fost tratate cu soluții saline de înaltă putere ionică După o astfel de prelucrare, rămân doar proteinele membranare integrale Se crede că nucleoporinele transmembranare promovează aderența NPC-urilor la învelișul nuclear 'ns ilustrează schematic abundența relativă a nucleoporinelor în diferite părți ale structurii NPC a drojdiei Unele proteine sunt mult mai comune decât altele Deoarece NPC-urile sunt caracterizate prin simetrie de ordinul , presupunem că există cel puțin copii ale moleculei de nucleoporină într-un complex și multe proteine sunt prezente în , sau chiar mai multe copii Cele mai rare nucleoporine se găsesc în fibrilele citoplasmatice și în coșul nuclear Valoarea greutății moleculare și abundența fiecărei nucleoporine pot fi utilizate pentru a calcula greutatea totală a drojdiei NPC Valorile obținute sunt în bună concordanță cu valorile obținute prin măsurarea mărimii complecșilor cu ajutorul microscopiei electronice, care sunt de milioane Da (vezi Complexele de pori nucleari sunt canale simetrice) S-a demonstrat experimental că unele nucleoporine sunt strâns legate între ele, în timp ce altele prezintă proprietăți mai dinamice Studiile au fost efectuate folosind metoda restabilirea fluorescenței după fotoalbire (FRAP) În primul rând, au fost obținute celule de mamifere care exprimă o nucleoporină marcată cu GFP Apoi, o zonă mică a anvelopei nucleare a fost supusă foto-albirii și a fost măsurată cinetica de recuperare a fluorescenței în zona decolorată S-a demonstrat că aproximativ jumătate dintre nucleoporine sunt strâns legate între ele și formează baza structurală a NPC Proteinele rămase pot sta în anumite locuri timp de câteva ore, iar un număr mic dintre ele au o mobilitate extrem de mare și rămân asociate cu NPC-uri doar câteva minute sau chiar pentru un timp mai scurt În celulele unor organisme în timpul mitozei, învelișul nuclear este dezasamblat, iar NPC-urile se disociază în subcomplexe În etapele târzii ale mitozei, în timpul formării membranei nucleare, NPC-urile sunt asamblate din nou In vivo, procesul de disociere și reasamblare durează mai puțin de o oră Folosind microscopia electronică, se pot observa diferite etape ale procesului de asamblare a complexului Constă din mai multe etape reproductibile Știm puține despre mecanismul de reasamblare și dacă alte proteine care nu se găsesc în complex sunt implicate în acesta Noi NPC-uri sunt, de asemenea, formate din nucleoporine nou sintetizate în interfază Încă nu știm dacă asamblarea și reasamblarea inițială de novo au loc prin același mecanism CAPITOLUL Structura kernelului și procesele de transport Proteinele sunt transportate selectiv în nucleu prin porii nucleari Dispoziții generale Structura proteinelor nucleare mature conține o secvență care stochează informații despre localizarea lor nucleară • Proteinele intră și ies selectiv din nucleu prin porii nucleari • Informațiile despre importurile nucleare sunt stocate într-o mică regiune a moleculei de proteine transportate Se crede că toate macromoleculele intră și părăsesc nucleul prin canale mari de pori nucleari Pe și f: - o reprezintă viteza de transport pentru unele proteine de marfă Procesul de transport începe cu andocarea (docking-ul) proteinelor (proteinele de marfă transportate) pe fibrile NPC care intră în citoplasmă Acest lucru a fost demonstrat folosind microscopia electronică, ceea ce face posibilă observarea etapelor individuale ale transportului proteinelor prin NPC Când particulele de aur dense în electroni, acoperite cu proteină nucleară, sunt introduse în citoplasma ovocitului, acestea se acumulează în nucleu Unele particule sunt depuse pe fibrilele citoplasmei sau în canalul NPC Procesul de ancorare a proteinelor la NPC nu necesită energie din exterior, dar transportul este un proces dependent de energie Când celulele sunt incubate la temperatură scăzută sau tratate cu inhibitori ai proceselor energetice, particulele de aur acoperite cu proteine rămân legate de componentele citoplasmatice ale NPC, dar nu trec în canalul complexului și în nucleu Transportul proteinelor prin NPC este un proces extrem de selectiv (vezi - Transportul activ al moleculelor mari are loc între nucleu și citoplasmă) În multe cazuri, proteinele transportate conțin informații despre direcția lor către nucleu O proteină care nu conține un semnal de adresă poate fi importată prin atașarea la o proteină care are un astfel de semnal Existența unui semnal de import pe proteine este demonstrată cel mai clar prin izolarea proteinelor nucleare din ovocitele Xenopus și introducerea ulterioară a acestora în citoplasmă Proteinele pătrund rapid în nucleu, ceea ce confirmă că au informațiile relevante Aceste experimente arată, de asemenea, că, spre deosebire de majoritatea secvențelor semnal care transportă informații despre translocarea proteinelor în ER, semnalele de adresare nucleară nu sunt scindate în timpul transportului proteinelor în compartiment Capacitatea unei proteine nucleare de a relua transportul este importantă: în timpul diviziunii, învelișul nuclear este distrus, iar proteinele nucleare sunt distribuite în întreaga celulă După mitoză, proteinele trebuie să intre din nou în nucleul nou format Direcție INTRARE Substrat Histone Proteine non-histone Proteine ribozomale Viteză (trecut prin por în min) f Subunităţi de ribozom ~ ieșire ARNm i) ÎN în nucleu, sub acțiunea Ran-GEF, GDP legat de Ran este înlocuit cu GTP, ceea ce duce la scindarea Ntf din Ran După aceea, Ntf iese din nucleu și ia parte la ciclul repetat de import Ran-GDF Alături de Ran-GAP și Ran-GEF, există și alte proteine care leagă Ran și îi schimbă activitatea Una dintre aceste proteine, RanBPl, este situată pe suprafața NPC, cu fața către citoplasmă Această proteină stimulează activitatea Ran GTPază cu participarea Ran-GAP, crescând eficiența eliberării încărcăturii A doua proteină, RanBP , este localizată în nucleu, unde asigură interacțiunea exportinei cu NPC Pentru a RAN h DF Ntf Ntf A FUGIT GTP A FUGIT HDF > A alergat GEF - "Transportul la miez are loc cu participarea unui mic- proteina numită Ntf A FUGIT PIB creează o concentrație mare de Ran pe NPC, unele nucleoporine leagă Ran din partea nucleară și citoplasmatică Unul dintre ele, Nup , se mai numește și RanBP Ran joacă, de asemenea, un rol important în mitoză și, prin interacțiunea cu importina p, reglează livrarea proteinelor cheie către fusul mitotic Au fost propuse mai multe modele pentru a descrie mecanismul de transport nuclear Puncte cheie Interacțiunea dintre carioferine și nucleoporine joacă un rol critic în translocarea proteinelor prin porul nuclear • Direcția de transport este determinată parțial de interacțiunea carioferinelor cu anumite nucleoporine Se știe acum că legarea încărcăturii de receptorul de transport și ancorarea acesteia la complexul porilor nucleari sunt evenimente cheie în procesul de adresare a proteinelor nucleare Cu toate acestea, mecanismul prin care complexele proteină-cargo-carioferină sunt transportate prin canalul porilor nucleari rămâne neclar În acest caz, lungimea căii de transport poate ajunge la nm și nu se știe în ce măsură mișcarea este asociată cu hidroliza kinezinei, miozinei sau ATP În experimentele timpurii s-a demonstrat că hidroliza ATP este necesară pentru transportul prin NPC Cu toate acestea, mai târziu s-a dovedit că ATP este necesar pentru a menține nivelul optim de GTP implicat în transport Singurul proces de transport nuclear care necesită hidroliza GTP este controlul direcției sale, care se realizează cu participarea lui Ran Nu se știe cum se mișcă complexele carioferină-cargo de-a lungul canalului porilor nucleari Atunci când se analizează posibilele mecanisme de translocare, este necesar să se țină seama de grupuri cunoscute de fapte • Carioferinele interacționează cu majoritatea nucleoporinelor prin repetări care conțin fenilalanină și glicină (FG), iar aceste repetări aliniază canalul central al porului • Studiile de legare arată că unele carioferine prezintă o afinitate crescută pentru anumite nucleoporine • Ran este implicat nu numai în interacțiunea dintre marfă și carioferine, ci și între carioferine și nucleoporine • Carioferinele se pot deplasa de-a lungul porilor în două direcții, deși sunt cel mai probabil să transporte mărfuri într-o singură direcție Au fost propuse mai multe modele pentru a descrie mecanismul de transport nuclear F/L Contactele dintre carioferine și nucleoporine se realizează prin repetări fenilalanină-glicină (repetări FG), care joacă un rol cheie în mecanismul de translocare prin porii nucleari Un model de transport simplu presupune că mișcarea proteinei prin canal are loc datorită difuziei facilitate Conform acestui model, receptorul de transport intră într-o interacțiune temporară slabă cu nucleoporinele, dar direcția de transport nu este luată în considerare Este determinată mai târziu de un proces dependent de Ran care poate apărea de fiecare parte a porului, așa cum se arată pentru import (Figura ) O versiune mai complexă a acestui model sugerează că direcția de transport este determinată de o creștere treptată a afinității dintre receptorul de transport și nucleoporină pe măsură ce complexul încărcătură/receptor se deplasează prin canalul NPC Conform acestui model, afinitatea nucleoporinelor pentru complex de-a lungul căii de transport crește treptat Un alt model a fost propus pe baza datelor că canalul porilor este căptușit cu multe nucleoporine care conțin secvențe FG hidrofobe Se presupune că domeniile FG ale acestor nucleoporine nu sunt structurate și creează un mediu hidrofob în canal După cum sugerează modelul de fază selectivă prezentat în Fig b , când regiunile bogate în FG ale nucleoporinelor sunt atrase unele de altele, se formează o barieră în centrul canalului, prin care majoritatea proteinelor nu pot trece Acest model sugerează, de asemenea, că carioferinele au o afinitate selectivă pentru mediul din canal NPC, care asigură capacitatea porului nuclear de a împiedica trecerea multor proteine prin canal și de a facilita difuzia complexelor de carioferină Cu toate acestea, capacitatea carioferinelor de a interacționa cu nucleoporinele FG le permite să se deplaseze selectiv de-a lungul canalului porilor și să transporte proteinele de marfă asociate Dovezile în favoarea realității unui astfel de model sunt încă preliminare Acestea includ natura rapidă a cineticii importului de proteine, precum și interacțiunea carioferinelor cu repetările FG ale nucleoporinelor Cu toate acestea, modelul nu explică modul în care sunt transportați complexe mari, cum ar fi ribozomii și complexele mARN-proteină Pe măsură ce apar noi metode biofizice care utilizează microscopia cu fluorescență, care permit urmărirea soartei moleculelor individuale, acestea sunt aplicate studiului transportului nuclear Studiile efectuate fac posibilă presupunerea că trecerea complexului carioferină-cargo prin canalul NPC are loc foarte rapid (în medie, durează ms); Practic, mișcarea este de natură stocastică, iar etapa de limitare a ratei este ieșirea complexului din canal către miez Aparent, cel puțin zece molecule de substrat (cu receptorii lor) pot fi transportate simultan prin NPC și aproximativ de molecule de proteine pe secundă pot trece prin acesta CAPITOLUL Structura kernelului și procesele de transport eu Repetările FG ale nucleoporinelor interacționează slab între ele Situri de carioferină legare transport-fg-repetă proteine solubile Modelul de fază de translocare selectivă sugerează că interacțiunile dintre repetele PG împiedică translocarea majorității proteinelor într-o măsură mai mică decât NPC Proteinele care conțin situsuri de legare repetate PG perturbă aceste interacțiuni și trec prin NPC transport nuclear pot fi reglementate Puncte cheie • Importul și exportul de proteine sunt procese reglementate • Transportul nuclear este folosit de celulă pentru a regla multe funcții, inclusiv ciclul și percepția semnalelor externe • Reglarea transportului nuclear poate fi ilustrată prin mișcarea factorului de transcripție NF-kB Prezența unei învelișuri nucleare în celulele eucariote creează un nivel de reglare a expresiei genelor și a ciclului celular care este imposibil la procariote Atât importul, cât și exportul de proteine sunt procese reglementate Există multe exemple care ilustrează importanța transportului nuclear reglementat pentru controlul transcripțional Ca răspuns la semnalele de stres și de control al creșterii, celulele reglează mișcarea factorilor de transcripție între nucleu și citoplasmă De exemplu, ritmurile circadiene sunt controlate de transportul nuclear reglat al factorilor de transcripție PER (perioada) și TIM (atemporal) De asemenea, în trecerea celulei prin ciclu și reacția acesteia la semnalele externe Un rol important îl joacă mișcarea protein kinazelor și a regulatorilor acestora între nucleu și citoplasmă Intrarea și ieșirea proteinelor din nucleu pot fi reglate la mai multe niveluri În primul rând, capacitatea încărcăturii de a interacționa cu receptorul de transport se poate modifica la modificarea directă a încărcăturii, de exemplu, datorită fosforilării În al doilea rând, o marfă poate deveni fixată într-un compartiment și astfel nu poate fi transportată mai departe În al treilea rând, capacitatea NPC în sine de a transporta proteine se poate modifica Multe aspecte cheie ale transportului reglementat pot fi ilustrate folosind factorul de transcripție NF-kB ca exemplu (Fig b hh) Ca răspuns la semnale de natură variată, factorul migrează din citoplasmă către nucleu și activează transcrierea multor gene implicate în răspunsul imun Pentru ca activarea factorului NF-kB să fie asigurată doar de un anumit semnal, acesta este asociat cu o proteină inhibitoare situată în citoplasmă, care se numește I-kB (inhibitor kB) Această interacțiune împiedică NLS NF-kB să interacționeze cu importul La primirea de către celulă a semnalului de activare NF-kB, are loc fosforilarea și degradarea rapidă a I-kB Aceasta deschide NLS în NF-kB, Transportul nuclear poate fi reglementat OREZ ' l Intrarea și ieșirea din miezul proteinei NF-kB este un proces extrem de reglementat Acest lucru se realizează prin modificarea covalentă a unei proteine de ancorare citoplasmatică preexistentă, I-kB, și, respectiv, sintetizarea de noi molecule ale acesteia Pentru simplitate, Ran nu este afișat factorul interacționează cu receptorul și intră în nucleu, unde activează transcripția genei țintă În schimb, exportul NF-kB are loc atunci când transcripția trebuie să fie terminată la un anumit moment în timp Inhibitorul kB (I-kB) conține elemente NLS și NES și circulă între nucleu și citoplasmă Moleculele I-kB nou sintetizate intră în nucleu, unde se leagă de NF-kB și promovează eliberarea acestuia Împreună cu ecranarea NLS în NF-kV, interacțiunea dintre NF-kV și I-kV protejează NLS în I-kV Deoarece NLS ambelor proteine sunt analizate, complexul NF-kB și I-kB rămâne în citoplasmă, ceea ce previne activarea suplimentară a transcripției dependentă de NF-kB Astfel, prin reglarea intrării factorului de transcripție în nucleu și a ieșirii din acesta, celula controlează răspunsul la acțiunea diferitelor semnale Răspunsul se dezvoltă rapid, deoarece fosforilarea I-kB și transportul NF-kB au loc în câteva minute de la primirea semnalului de către celulă În același timp, este nevoie de până la de minute pentru formarea unui nou factor activ care implică transcripția și traducerea Multe tipuri de ARN sunt exportate din nucleu Puncte cheie ARNm, ARNt și subunitățile ribozomale sunt formate în nucleu, care ies prin NPC și participă la translație în citoplasmă Aceleași NPC sunt implicate în exportul de ARN ca și în transportul proteinelor Procesul de export are loc cu participarea receptorilor și este dependent de energie Transportul fiecărui tip de ARN necesită participarea diverșilor factori de transport solubili Aproape toate tipurile de ARN se formează în nucleu și participă la translația în citoplasmă (vezi) Prin urmare, subunitățile ribozomului care conțin ARNm, ARNt și ARNr trebuie să iasă din nucleu (Fig :-) Majoritatea ARN-ului nu conține semnale de export și trebuie să se lege de proteinele care conțin NES pentru a ieși din nucleu Într-o celulă, moleculele de ARN sunt aproape întotdeauna complexate cu proteine, ceea ce ajută la protejarea ARN-ului de degradare și influențează interacțiunea acestuia cu alte componente celulare CAPITOLUL Structura kernelului și procesele de transport ARNm, ARNt și subunitățile ribozomului părăsesc nucleul și participă la sinteza proteinelor din citoplasmă II snRNA-urile sunt exportate, procesate și asamblate în complexe ARN-proteină și apoi importate în nucleu, unde participă la procesarea ARN-ului La fel ca transportul proteinelor, transportul ARN are loc prin NPC Acest lucru este confirmat de datele studiilor microscopice electronice Particulele de aur coloidal acoperite cu ARN au fost injectate în nucleele ovocitelor Xenopus La examinarea ulterioară a secțiunilor de celule într-un microscop electronic, particulele au fost găsite în canalele NPC Când particulele de aur au fost introduse în miez într-o cantitate apropiată de saturare, una sau mai multe particule au fost găsite în majoritatea canalelor Într-un experiment special, s-a arătat că, dacă un număr suficient de particule acoperite cu NLS sunt introduse în citoplasmă, acestea se găsesc în majoritatea porilor Aceste rezultate sugerează că aceleași NPC sunt utilizate în exportul de ARN și importul de proteine Când particule de o dimensiune acoperite cu proteine au fost introduse în citoplasmă și particule de altă dimensiune acoperite cu ARN au fost introduse în nucleu, s-a dovedit că mulți pori conțineau particule de aur de ambele dimensiuni (Fig ) Aproape toate tipurile de ARN sunt exportate din nucleu Acest lucru a fost demonstrat în studii în care ARN marcat a fost injectat în nucleele ovocitelor Xenopus Celulele au fost incubate ceva timp pentru a fi supuse transportului, apoi s-au fracţionat, izolând fracţiile nucleare şi citoplasmatice Rezultatele acestor experimente au arătat că ARNt, ARNm și ImamRNA sunt eliberate în citoplasmă și eu) În schimb, dacă ARN introdus în citoplasmă, apoi a rămas acolo Acest lucru indică faptul că transportul ARN este un proces unidirecțional Dacă experimentele privind introducerea ARN-ului în nucleu au fost efectuate la °C, exportul ARN nu a avut loc Astfel, ek- pi , o Particulele mari de aur acoperite cu nucleoplasmină purtătoare de NLS au fost injectate în citoplasma obocitelor Xenopus Particulele mici acoperite cu ARN au fost injectate în nucleu Fiecare fotografie prezintă un singur por nuclear și particule acoperite cu proteine care sunt transportate din partea citoplasmatică în partea nucleară a NPC și particule acoperite cu ARN care sunt transportate de la nucleu la citoplasmă prin același NPC Fotografie reprodusă din The Journal of Cell Biology, , voi , pp - (r) RockefeLLer University Press Fotografie prin amabilitatea lui Carl Feldher și Steve Dvoretsky Sportul cu ARN, ca și exportul de proteine, este un proces dependent de energie Sunt aceiași receptori de transport implicați în exportul diferitelor tipuri de ARN? Acest lucru poate fi determinat determinând dacă un tip de ARN este capabil să concureze cu altul în timpul exportului În ex-ul relevant Multe tipuri de ARN sunt exportate din nucleul Transportul majorității ARN-ului se realizează într-o singură direcție, de la nucleu la citoplasmă În experimente, ARN-ul marcat de un tip a fost introdus în nuclee împreună cu ARN-ul nemarcat de același tip sau alt tip După incubarea celulelor, din ele au fost izolate fracțiile nucleare și citoplasmatice, care au fost analizate prin electroforeză pe gel pentru a determina dacă ARN-ul introdus a fost exportat NC, prezintă o schemă a unui experiment în care ARN marcat a fost introdus în nucleele ovocitelor împreună cu cantități crescânde de ARNt nemarcat sau ARNsn N S-a dovedit că, spre deosebire de SARN-ul nemarcat (sau de celelalte tipuri ale sale), ARNt-ul nemarcat concurează cu ARNt-ul marcat în timpul exportului Prezența unei astfel de competiții sugerează că exportul de ARNt, precum și importul de proteine, este un proces caracterizat prin saturație Aceasta înseamnă că unele proteine sau alte componente cu care ARNt interacționează în timpul exportului sunt prezente în celulă în cantități limitate Lipsa concurenței din partea altor tipuri de ARN indică faptul că factorii care limitează exportul lor nu sunt implicați în exportul de ARNt Rezultate similare au fost obținute cu administrarea concomitentă de ARN-uri marcate de alte tipuri și diferite ARN-uri nemarcate Din aceste studii, se poate concluziona că exportul fiecărui tip de ARN necesită cel puțin un factor specific care afectează viteza procesului Știm că aceleași NPC-uri sunt folosite în exportul tuturor tipurilor de ARN și, prin urmare, numărul lor nu este un factor limitativ Astfel de experimente nu oferă informații despre numărul de factori implicați în transportul fiecărui tip de ARN sau câți dintre acești factori sunt comuni pentru diferite tipuri de ARN și câte sunt unice, implicate în exportul unui anumit tip de moleculă (Pentru mai multe informații despre exportul diferitelor tipuri de ARN, a se vedea secțiunile - Subunitățile ribozomului sunt asamblate în nucleol și exportate prin exportina - ARNt-urile sunt exportate printr-o anumită exportină; - ARN-urile mesager sunt exportate din nucleul ca complexe ARN-proteine, exportul - ARNm necesită participarea mai multor factori noi; - Numele ARN este exportat, modificat, complexat și importat; precursorii - -miARN sunt exportați din nucleu și procesați în citoplasma) Subunitățile ribozomilor sunt asamblate în nucleol și exportate prin exportina Puncte cheie • Subunitățile ribozomilor sunt asamblate în nucleol, unde se formează ARNr • Pentru asamblarea în subunități de ribozom, proteinele sunt importate din citoplasmă • Exportul subunităţilor ribozomului implică proteine purtătoare şi Ran Ribozomii sunt complexe nucleoproteice mari formate din două subunități, CAPITOLUL Structura kernelului și procesele de transport Introducere în nucleu Introducere comună în cantitate , pmol cu ARNt nemarcat în cantitate , pmol , pmol , pmol pmol OOCYT Citoplasma - Miez REZULTAT: competiție și saturație exportate în citoplasmă cu ARNsn U nemarcat , pmol , pmol , pmol pmol REZULTAT: fara competitie •S Procesul de export de ARN este caracterizat prin saturație Exportul diferitelor clase de ARN din nucleu are loc cu participarea diferitelor proteine de transport, al căror număr determină viteza procesului conţinând aproximativ de proteine şi molecule de ARNr Ele încep să se asambleze individual în nucleol și sunt exportate în citoplasmă pentru asamblarea finală Subunitățile ribozomilor sunt printre cele mai mari complexe capabile să fie transportate prin NPC-uri Mărimea lor se află la limita superioară a transmisiei porilor nucleari Datorită dimensiunii mari a subunităților, alte macromolecule nu sunt transportate atunci când subunitatea ribozomală trece prin canal S-a discutat mai sus că ARN-ul și proteina pot fi prezente în același NPC (vezi - Multe tipuri de ARN sunt exportate din nucleu) Astfel, în cazul subunităților ribozomale, avem de-a face cu o situație diferită Asamblarea și exportul a două subunități de ribozom este un proces extrem de complex și se bazează în mare măsură pe transportul nuclear Până la % din resursele de transport nuclear pot participa la biogeneza ribozomilor Componentele ribozomilor includ o parte semnificativă a proteinelor celulare și a ARN-ului Proteinele ribozomale sunt produse în citoplasmă, importate în nucleu și livrate în nucleol Acolo interacționează cu precursorii ARNr și factorii de asamblare Precursorii ARNr sunt produși în nucleol După asamblare, fiecare subunitate este exportată prin NPC Subunități din citoplasmă ts se combină cu factori de inițiere a translației și ARNm pentru a forma ribozomi maturi activi translațional Reprezentanții familiei carioferinelor și Ran-GTPaza participă la importul nuclear al tuturor proteinelor ribozomale cunoscute Cu toate acestea, pentru cel puțin unele proteine ribozomale, se utilizează mai mult de un importator specific De exemplu, în drojdie, doi membri diferiți ai familiei carioferinelor sunt implicați în importul acelorași proteine Deoarece biogeneza ribozomilor joacă un rol critic în viața celulară, redundanța oferă suficiente componente pentru asamblare Ca și în cazul altor macromolecule, procesul de export al subunităților ribozomului se caracterizează prin saturație, ceea ce indică în favoarea naturii sale de receptor Acest lucru a fost demonstrat în experimente cu introducerea subunităților de ribozom în nucleele ovocitelor Xenopus Mai mult, în timpul exportului, subunitățile nu concurează cu alte complexe ARN-proteină, ceea ce sugerează utilizarea diferiților receptori de transport pentru subunitățile ribozomilor Chiar și ribozomii bacterieni pot fi exportați Acest lucru indică faptul că sistemul de export în celulele eucariote poate recunoaște acești ribozomi Este posibil ca în timpul evoluției Subunitățile ribozomilor sunt asamblate în nucleol și exportate cu participarea exportinei Asamblarea și exportul subunităților ribozomale PVU Asamblarea subunităților ribozomale din ARNr și proteinele ribozomale importate are loc în nucleol După aceea, subunitățile sunt exportate cu participarea exportului Crml Procesul depinde de Ran Legarea Crml la subunitatea mare este facilitată de Nmd sistemele de export eucariote au evoluat suficient de devreme pentru a găzdui ribozomii strămoșilor lor procarioți Ce este un receptor de export al subunității ribozomale? Pe baza studiilor mutante de drojdie, știm că exportul subunităților mari ( S) și mici ( S) este mediat de exportul Crm I (și Ran) În cazul subunității , o proteină adaptor numită Nmd se leagă de aceasta, ceea ce facilitează atașarea Crm I ( și ) Exportina este, de asemenea, implicată în exportul subunității , dar în acest caz, proteina Nmd nu este necesară, iar adaptorul nu a fost încă găsit Un alt grup de studii în drojdie arată că în exportul subunităților ribozomale este implicată și o altă proteină, Rrpl Această proteină este structural apropiată de familia de receptori a carioferinelor și, ca și în cazul carioferinelor, se leagă de ambele și cu Ran De asemenea, se leagă de pre-ARNr ARNt-urile sunt exportate cu participarea unei exportine speciale Puncte cheie • Receptorul de transport pentru ARNt este exportin-t • Exportul de ARNt necesită implicarea lui Ran • Exportul de ARNt este influențat de modificările moleculei sale • ARNt poate fi reimportat în nucleu ARNt-urile sunt produse în nucleu, unde sunt procesate și apoi eliberate în citoplasmă Ta^ sunt aminoacilati si iau parte la traducere Numai ARNt-urile care au suferit procesare completă sunt exportate din nucleu ( ) Exportul de ARNt din nucleu are loc cu participarea receptorilor speciali de transport și Ran S-a dovedit experimental că exportul ARNt este un proces receptor, de la introducerea ARNt în nucleele ovocitelor Xenopus în cantități tot mai mari CAPITOLUL Structura kernelului și procesele de transport i 'K > Transportul ARNt din nucleu poate implica Ran În același timp, ARNt se leagă cu exportin-t (prezentat în stânga) Aminoacilarea ARNt poate juca, de asemenea, un rol în exportul ARNt (prezentat în dreapta) asta la saturarea procesului de export al acestuia Menținerea unei distribuții asimetrice a Ran (Ran-GTP în nucleu și Ran-GDP în citoplasmă) este, de asemenea, critică pentru exportul de ARNt Necesitatea Ranului pentru exportul ARNt a fost demonstrată în experimentele privind introducerea Ran-GAP, care este de obicei localizată în citoplasmă, în nucleu Deoarece Ran-GAP stimulează hidroliza GTP de către Ran, previne acumularea Ran-GTP în nucleu și astfel inhibă exportul de ARNt Exportatorul de ARNt este exportin-t, un membru al familiei carioferinelor Această proteină se leagă direct de ARN Mai mult, se leagă de preferință la ARNt complet procesat Acest lucru asigură că ARN-ul neprocesat nu este exportat prematur După cum se arată în -, în nucleu exportina-t se leagă direct de ARNt în prezența Ran-GTP, formând un complex trimeric tARN-exportin-Rap-GTP Acest complex este similar cu cele formate între alte exportine și proteine care conțin NES Complexul trimeric trece prin nuclear porilor în citoplasmă După stimularea hidrolizei GTP sub acțiunea Ran-GAP, disocierea acesteia are loc odată cu eliberarea de ARNt Pentru a participa la traducere, ARNt-urile trebuie să sufere aminoacilare, care apare de obicei în citoplasmă Cu toate acestea, acest proces poate avea loc și în nucleu Unele studii au arătat că ARNt-ul aminoacilat este exportat mai eficient și este un substrat mai bun pentru exportin-t Deoarece aminoacilarea depinde de cât de complet și de exact a avut loc procesarea precursorilor de ARNt, aceasta servește ca un alt mecanism de verificare pentru a ne asigura că doar ARNt-urile complete funcțional care vor participa la traducere intră în citoplasmă Unele ARNt se maturizează prin splicing, un mecanism care diferă de pre-mRNA splicing În celulele de drojdie, unele dintre enzimele de splicing ARNt sunt localizate în citoplasmă Prin urmare, ARNt imatur se acumulează în citoplasma mutanților defecte în procesul de splicing Cu toate acestea, în miez au existat ARNt-urile sunt exportate cu participarea unui export special forme mature ale acestor ARNt Acest lucru sugerează că ARNt-urile ar fi putut fi importate în nucleu după splicing și apoi reexportate Acest proces poate oferi o verificare mai fină pentru a se asigura că numai moleculele mature de ARNt sunt implicate în sinteza proteinelor Drojdia are o genă, Losl, care codifică exportin-t Interesant, Losl nu este o genă critică pentru supraviețuirea celulară în drojdie Acest lucru sugerează că există rute alternative de export pentru ARNt Moleculele de ARNt sunt suficient de mici (aproximativ Da) încât ar putea părăsi nucleul pur și simplu prin difuzie Dacă acest lucru ar avea loc cu adevărat, ar duce la o egalizare a concentrației de ARNt în întreaga celulă Cu toate acestea, după cum se știe, cea mai mare parte a ARNt este localizată în citoplasmă Există alți receptori de export de ARNt? Dacă o celulă de drojdie poartă o mutație care încetinește sinteza ARNt, atunci își pierde viabilitatea dacă structura exportinei-t este perturbată Aceste observații sugerează că enzimele care atașează aminoacizii la ARNt, sintetazele aminoacil-ARNt, pot funcționa ca receptori de export pentru ARNt (Figura ) Acest model sugerează că tARN sintetazele au o funcție de transfer Ei trebuie să se lege de ARNt și să-l aminoacileze în nucleu, apoi să însoțească forma aminoacilată în citoplasmă, să elibereze ARNt-ul acolo pentru traducere și să intre din nou în nucleu ARNm-urile sunt exportate din nucleu ca complexe ARN-proteină Puncte cheie Proteinele care se leagă la ARNm în timpul transcripției marchează site-urile de procesare pe pre-ARNm și sunt probabil implicate în ambalarea ARNm pentru export Unele proteine sunt eliminate chiar înainte de export Proteinele asociate ARNm pot conține semnale pentru exportul său Exportul de ARNm poate fi reglementat, dar mecanismul acestei reglementări rămâne necunoscut După cum sa menționat deja, majoritatea ARN-urilor sunt produse în nucleu și exportate în citoplasmă, unde își îndeplinesc funcțiile (vezi - Multe tipuri de ARN sunt exportate din nucleu) Toate procesele de biogeneză ARNm care au loc în nucleu, de la transcripție până la export, sunt interdependente ARN-ul nu este exportat în formă liberă, ci în complex cu proteine În cazul ARNm, numeroase proteine sunt asociate cu precursorii săi (pre-ARNm) în timpul sintezei (pi ?) (vezi i complexele proteice se numesc nuclei eterogene particule de ribonucleoproteină nye (particule nRNP) Proteinele corespunzătoare (altele decât proteinele de legare la capac și poli(A)) sunt denumite proteine de particule hn-RNP Există cel puțin de particule diferite de proteine hnRNP prezente în celulele umane Unele dintre ele sunt implicate în formarea structurii pre-ARNm, care este necesară pentru ca procesarea să fie efectuată în direcția corectă Acest lucru este important deoarece numai ARNm-urile care au fost procesate complet și corect sunt exportate (vezi Exportarea ARNm-urilor necesită mai mulți factori noi) Folosind instrumente pentru a face distincția între ARNm-urile procesate greșit, celula previne exportul ARNm-urilor defecte care pot forma proteine greșite, a căror prezență ar putea fi dăunătoare Funcția multor proteine de legare a ARNm din nucleu este considerată a fi aceea de a facilita ambalarea ARNm pentru export Majoritatea celulelor eucariote conțin între și de ARNm diferite Acești ARN variază foarte mult în dimensiune, secvență și structura secundară care se formează atunci când moleculele lor sunt răsucite Se presupune că, prin formarea complexelor ARN-proteină înainte de export, diferite ARNm dobândesc caracteristici structurale comune care sunt importante pentru exportul lor eficient Unele dintre proteinele asociate ARNm pot conține semnale specifice de export Asocierea proteinelor cu ARNm este temporară Unele dintre ele sunt îndepărtate înainte de trecerea particulei hnRNP prin NPC Alții însoțesc ARN-ul în timpul ieșirii acestuia din nucleu După translocare prin NPC, majoritatea proteinelor rămase sunt îndepărtate și returnate la nucleu pentru a participa la exportul altor ARNm Deoarece hnRNP-urile sunt complexe mari, își pot schimba conformația pentru a trece prin NPC O caracteristică unică a celulelor de insecte Chironomus tentans ne permite să observăm etapele exportului hnRNP din nucleu La o anumită etapă de dezvoltare, când este indusă transcripția mai multor gene, acest organism formează un set de ARNm extrem de mari Locurile în care are loc un proces activ de transcripție se numesc inele Balbiani (vezi Cromozomii politenilor formează umflături la locurile de expresie a genelor) ARNm-urile rezultate sunt caracterizate prin dimensiuni foarte mari și, ca și alte tipuri de ARNm, sunt asociate cu particule hnRNP Aceste particule sunt numite granule inel Balbiani După cum se arată în d și , ele sunt transportate prin porii nucleari Diametrul granulelor inelului Balbiani este mult mai mare decât diametrul canalului NPC, care este de aproximativ nm Granulele pot fi vizualizate la microscop electronic prin examinarea preparatelor celulare fixate în diferite etape ale procesului de transport După cum se arată în fig , la trecere CAPITOLUL Structura kernelului și procesele de transport ADN A ARN polimeraza II Complex de legare a capacului ARN Dezasamblarea spliceozomului Complexul spliceozom Proteine cravată- cu ARN ARCAN ARN după splicing Secvență de ARN excizat (intron) brut ARNhn P hnRNP-urile sunt asociate cu ARNm în momentul sintezei sale După splicing, spliceosomul și lariatul excizat rămân în nucleu, iar mARN-ul cu proteinele hnRNP asociate îl părăsește Granulele NPC de inele Balbiani au o formă liniară Forma liniară a particulei hnRNP este atât de lungă încât umple NPC-ul, iar capetele sale ies din ambele părți ale porului Deoarece există diferențe structurale de-a lungul granulei inelului Balbiani, știm Ne referim la faptul că ele trec întotdeauna prin NPC în aceeași orientare, în care capătul ' al ARNm conduce Nu știm cum sunt exportate alte ARNm, dar credem că conformația lor se poate schimba dacă este necesar d: b Export de granule mari hnRNP de inele tentans Balbiani C observate cu un microscop electronic Reprezentările schematice ilustrează diferitele etape ale transportului observate în micrografii Acestea din urmă sunt reproduse din Cell, voi , Mehlin, et al, Translocation of a Specific , pp - (r) , cu permisiunea lui Elsevier Fotografii prin amabilitatea lui B Deinholt, Institutul Medical Nobel ARNm-urile sunt exportate din nucleu sub formă de complexe ARN-proteină Diferitele ARNm care sunt produse în celulă au doar câteva caracteristici comune capabile să funcționeze ca semnale de export Cu toate acestea, astfel de caracteristici pot fi inerente proteinelor și este probabil ca una sau mai multe proteine de particule hnRNP să conțină un semnal de export nuclear Conform acestui concept, proteinele purtătoare de NES se leagă de ARNm, iar receptorul de transport recunoaște NES NES se găsesc pe cel puțin unele proteine ale particulelor hnRNP, în timp ce acestea sunt absente pe alte proteine Exportul unor ARNm are loc cu participarea semnalelor care sunt localizate pe proteine care se leagă de ARNm, dar nu aparțin particulelor hnRNP Deși ARNm-urile nu sunt de obicei exportate până când procesarea este completă, se știe că unele ARN-uri virale care conțin secvențe de introni pot fi eliberate în citoplasmă Un prim exemplu în acest sens este ARN-ul HIV- Ca și alți retrovirusuri, HIV- produce un set de molecule de ARNm suprapuse, iar unele dintre ele sunt îmbinate Cu toate acestea, ARN-urile virale de lungime completă nespliced trebuie, de asemenea, exportate, deoarece sunt forma de ARN viral necesară pentru producerea de noi particule virale infecțioase De asemenea, funcționează ca ARNm în formarea anumitor proteine HIV Pentru a asigura exportul de ARNm nespliced, HIV- are un mecanism special Când una dintre variantele de splicing ARNm ale virusului este tradusă, se formează proteina Rev Această proteină se leagă de o secvență care este prezentă în ARNm HIV- nespliced numită site-ul de activare Rev (RRE) Proteina Rev conține NES bogat în leucină (vezi - Exportul de proteine din nucleu implică și receptori) Acest semnal este implicat atât în exportul proteinei Rev libere, cât și al ARNm legat care conține RRE Semnalul RRE este suficient pentru a asigura legarea Rev și exportul ARNm în citoplasmă În acest caz, exportul are loc în același mod ca și exportul de proteine, cu participarea exportinei (vezi Fig ) Asemenea exportului de proteine, exportul de ARNm se modifică ca răspuns la stimuli externi și schimbări în mediul intracelular (vezi - Transportul nuclear poate fi reglat) Cel mai bun exemplu de reglare a exportului de ARNm în conformitate cu răspunsul celulei este un efect atât de stresant precum temperatura Această reacție se numește șoc termic, deși se dezvoltă și cu alte tipuri de stres (de exemplu, șoc osmotic, expunerea la metale toxice sau concentrații mari de etanol) Reacția de șoc termic se manifestă și prin faptul că majoritatea ARN-urilor poliadenilate nu sunt exportate și se acumulează în nucleu Expresia genelor de șoc termic, care codifică proteine care joacă un rol protector, are loc în celulă și din nucleu Ar trebui să iasă ARNm al proteinelor de șoc termic Prin urmare, în timpul șocului termic, exportul unor ARNm este împiedicat și are loc exportul de ARNm a proteinelor șocului termic Mecanismul acestei schimbări de export rămâne neclar Știm că reglarea exportului de ARNm în timpul șocului termic nu necesită sinteza de noi proteine și poate fi detectată încă de la câteva minute după debutul șocului termic Acest lucru sugerează că este indus sistemul de transducție a semnalului, care modifică aparatul de transport nuclear în așa fel încât să înceapă să exporte selectiv ARNm-uri ale proteinelor de stres sau că biogeneza ARNm-ului se schimbă în așa direcție încât doar acele ARNm care asigură sinteza stresului proteinele sunt corect ambalate și identificate pentru export nRNP-urile sunt transportate de la locurile de procesare la NPC-uri Puncte cheie La finalizarea prelucrării pre-ARNm, ARNm-urile părăsesc teritoriile cromozomiale în domeniile intercromozomiale • ARNm se deplasează la periferia nucleului datorită difuziei prin spațiile intercromozomiale Transcripția și procesarea ARNm au loc în nucleu, ceea ce sugerează mișcarea hnRNP-urilor de la locurile de transcripție din nucleu la periferia acestuia, la NPC De obicei, situsurile de transcripție servesc ca situsuri de procesare a ARNm Capatarea ' apare imediat ce ARN-ul atinge o dimensiune care îi permite să fie eliberat din holoenzima ARN polimerază: îmbinarea începe în timpul transcripției, iar capetele ' se formează în timpul degradării ARN-ului în timp ce acesta este încă un lanț în creștere Când splicing-ul sau procesarea ' este defectuoasă, ARNm nu este exportat Emitem ipoteza că hnRNP-urile difuzează de la locurile de transcripție și procesare prin spațiile intercromozomiale la NPC și apoi ies din nucleu Se știe că ARN-ul se găsește în toate părțile nucleului care nu sunt umplute cu cromozomi (Fig s ) Presupunerea că hnRNP-urile difuzează prin aceste site-uri către NPC este susținută de experimentele efectuate pe celulele glandei salivare Drosophila melanogaster În aceste celule, nucleii sunt extrem de mari deoarece conțin multe copii ale genomului După procesare, hnRNP-urile se deplasează la periferia nucleară cu viteză egală în toate direcțiile Viteza de mișcare este de aproximativ microni/s, adică aceeași ca în cazul difuziei pasive Motoarele moleculare transportă sarcini cu o viteză de câteva zecimi până la zece microni pe secundă Cu toate acestea, de obicei transportă încărcături de-a lungul filamentelor și într-o direcție strict definită CAPITOLUL Structura kernelului și procesele de transport distribuția la frontieră Distribuție în miezul secțiunii transversale FIG ARN-ul și ADN-ul poliadenilat au fost colorați cu coloranți fluorescenți (roșu și, respectiv, verde) Când se determină locațiile semnalelor roșii și verzi de-a lungul unei linii drepte trasate prin nucleu (pe dreapta), se poate observa că pozițiile ARN și ADN-ului nu se suprapun Regiunile ARNm sunt adiacente regiunilor ocupate de ADN și se încrucișează cu acestea Fotografii și grafic luate de la Curr Biol , voi , PoLitz, JC, Mișcarea nucleară , pp - (r) cu permisiunea lui Elsevier Fotografii oferite de Joan S Ritland Politz, Facultatea de Medicină de la Universitatea din Massachusetts Exportul de ARNm necesită participarea mai multor factori noi Puncte cheie • Se știe că mulți factori sunt necesari pentru exportul de ARN • Factorii care se leagă de ARNm și complexul de pori nucleari pot influența exportul de ARNm • Unul dintre factori, Dbp , este o ATPază care utilizează energia hidrolizei ATP pentru a îndepărta proteinele particulelor HRPN în timpul transportului Exportul ARNm este un proces mult mai complex decât transportul proteinelor prin membrana nucleară În primul rând, sunt necesari mult mai mulți factori proteici pentru exportul ARNm decât pentru transportul proteinelor Toți acești factori diferă de Ran și de carioferinele implicate în transportul proteinelor În al doilea rând, exportul ARNm este coordonat cu transcripția și procesarea ARNm în așa fel încât doar ARNm-urile procesate sunt exportate De fapt, unele proteine implicate în exportul ARNm pot fi implicate în procesarea care trebuie să se finalizeze corespunzător pentru exportul ARNm Ce este un indicator al pregătirii ARNm pentru export și cum este recunoscut acest indicator? Aceste probleme sunt în prezent cercetate intens Limitarea ARNm nu afectează exportul, dar accelerează acest proces Cu toate acestea, splicing-ul și procesarea ' sunt asociate cu exportul Factorii de splicing și poliadenilare încep să se lege de ARNm chiar și în timpul transcripției (Fig ) Figura b-e arată că după splicing în metazoare, un complex proteic numit complex exon funcțional (EJC) rămâne la limita de splicing Prezența acestui complex poate indica faptul că splicing-ul ARNm a avut loc Cu toate acestea, acest lucru poate să nu fie suficient pentru export, deoarece EJC rămâne pe ARNm după îndepărtarea unui intron, dar exportul este posibil numai după îndepărtarea tuturor intronilor Printre proteinele care alcătuiesc EJC, există un factor de export de ARNm numit A y Această proteină aparține familiei REF a proteinelor care leagă ARN Interacționează cu componenta spliceosome UAP și cu TAP, care se leagă de repetările FG ale unor nucleoporine (vezi - Complexele de pori nucleari sunt compuse din nucleoporine) Proteina TAP poate juca același rol în export ca și exportina , care aparține grupului de carioferine (Fig ) Se leagă simultan de nucleoporine și particule de ribonucleoproteine informaționale (iRNPs), care sunt un complex de ARNm matur și proteine asociate cu acesta Astfel, TAP poate fi considerat ca un receptor pentru iRNPs Exportina este necesară pentru exportul unor ARNm de mamifere, în timp ce carioferinele probabil nu sunt necesare pentru exportul majorității ARNm În drojdie, majoritatea genelor sunt caracterizate prin absența intronilor Cu toate acestea, analogii de drojdie ai proteinelor Aly și Yral joacă același rol important în exportul ARNm ca și în celulele eucariote superioare În timpul transcripției, proteinele Sub (un analog de drojdie al proteinei UAP ) și Yral se leagă de ARNm Inițial, ei probabil interacționează cu un complex proteic numit THO Acest complex este implicat în alungirea transcripției și transferă proteine la ARNm nou sintetizat Așa cum se arată în fig pentru metazoare, un analog TAP numit Mexb se leagă de Yral Pentru prima dată, proteina TAP a fost descoperită în studiul virusului Meson-Pfizer (MPMV) al maimuțelor, care aparține grupului de retrovirusuri Deși toate retrovirusurile au export de ARNm atât înainte, cât și după splicing, majoritatea nu produc proteine implicate în export, cum ar fi HIV- Rev (vezi - Exportul de proteine din nucleu implică și receptori) Exportul de ARN MRMV imatur necesită o secvență scurtă numită element de transport constitutiv (CTE) care se leagă de TAP Deși o astfel de secvență ca MPMV CTE nu este Exportul de ARNm necesită participarea mai multor factori noi OREZ , TAP se leagă atât de mRNP-uri, cât și de NPC-uri și funcționează ca un receptor de export pentru ARNm Funcția TAP este similară cu funcția exportinei în transportul proteinelor este un element obligatoriu al ARNm-urilor celulare; complexul TAP/Mexb este necesar pentru exportul lor Proteina TAP este un membru al familiei de proteine NXF care par a fi implicate în exportul de ARN Înainte ca ARNm să fie exportat din nucleu, corectitudinea procesării și caracterul complet al acesteia sunt probabil verificate Cel puțin în celulele de drojdie, moleculele de ARNm neprocesate sunt păstrate aproape de locurile de transcripție Exozomul este un complex de ribonucleaze situat în apropierea locurilor de transcripție care degradează ARNm în caz de procesare eronată (vezi și) Pentru ca moleculele de ARNm să poată părăsi locurile în care sunt reținute, ele, aparent, trebuie să sufere procesarea corectă ' și poliadenilare Compoziția complexelor mARN-proteină situate în nucleu diferă de compoziția lor după trecerea prin NPC Evenimentul cheie al transportului este îndepărtarea unor proteine asociate ARNm Spre deosebire de transportul proteinelor, când aceeași proteină este situată pe ambele părți ale învelișului nuclear și direcția de transport este determinată de sistemul Ran GTPase (vezi ^ Direcția de transport nuclear este controlată de Ran GTPase), direcția de export de ARNm este controlată de o modificare a compoziției iRNP Această compoziție este recunoscută ca marfă numai atunci când particula se află în nucleu În același timp, pentru a asigura o interacțiune mai strânsă între ribozom și ARNm în timpul translației, poate fi necesară îndepărtarea unei părți a proteinelor iRNP Se presupune că, pe măsură ce uRNP-urile sunt eliberate din NPC, se asociază cu ribozomi, ceea ce poate facilita exportul Cu toate acestea, deoarece inhibitorii sintezei proteinelor nu blochează exportul ARNm, funcția ribozomului nu afectează exportul Cum sunt îndepărtate proteinele din particulele iRNP? Nu știm sigur, dar pot fi imaginate trei posibilități Unele proteine din particule hnRNP sunt recunoscute de carioferine ca proteine care trebuie transportate în nucleu Când se leagă de carioferine, acestea își schimbă informațiile și se disociază de ARNm Alte proteine, după transport, sunt ele însele separate de ARNm și trimise înapoi la nucleu înainte de a avea timp să se lege din nou de acesta Cu toate acestea, mulți CAPITOLUL Structura kernelului și procesele de transport Dbp interacționează cu filamentele terminale ale NPC, unde folosește energia ATP pentru a elimina proteinele iRNP în timpul exportului ARNm proteinele sunt legate de ARNm atât de strâns încât nu sunt îndepărtate O a treia posibilitate este că proteinele legate de ARNm pot fi îndepărtate enzimatic În celulele de drojdie și de mamifere, una dintre proteinele de export ARNm, proteina Dbd , poate fi un posibil candidat pentru rolul unei astfel de enzime Această proteină se mișcă între nucleu și citoplasmă și se leagă de fibrilele citoplasmatice ale NPC Este un membru al familiei de proteine DEAD-box, care sunt caracterizate prin secvența Glu(D)-Asp(E)-Ala(A)-Glu(D) și alte motive conservate Proteinele acestei familii hidrolizează ATP și pot fi implicate în multe aspecte ale metabolismului ARNm Unele dintre aceste proteine in vitro sunt capabile să topească mici molecule de ARN dublu catenar și astfel să provoace disocierea proteinelor asociate cu acesta Pe fig este o diagramă care ilustrează îndepărtarea proteinelor din particulele iRNP cu participarea Dbp Conform acestei scheme, proteina Dbp asociată cu fibrilele citoplasmatice NPC utilizează energia hidrolizei ATP pentru a îndepărta proteinele din particulele iRNP modificat, asamblat în complexe şi importate Puncte cheie ІІnRNA-urile (ARNm-uri nucleare mici) formate în nucleu sunt exportate, modificate, împachetate în ІІnRNP-uri, adică complexe ARN-proteină, și intră în nucleu pentru a participa la procesarea ARN-ului Particulele mici de ribonucleoproteină nucleară (snRNPs) sunt complexe ARN-proteină care joacă un rol central în splicing-ul pre-ARNm și maturarea ARNm nuclear (vezi ) ІІnARN, care face parte din snRNP, se formează în nucleu Cu toate acestea, în celulele de mamifere, formarea snRNP-urilor funcționale necesită exportul ІІnRNP, modificarea și asocierea acestuia cu proteinele din citoplasmă și importul complexului HsnRNP (Fig b) Complexul HsnRNP importat este apoi asamblat în snRNP Majoritatea ІІnARN-urilor sunt formate cu participarea ARN polimerazei I La fel ca ARNm, care sunt, de asemenea, produse ale acțiunii ARN polimerazei I, ІІnRNA-urile sunt caracterizate prin prezența unui capac monometilat, dar diferă de ARNm prin absența unui poli (A) secvență Prezența unui capac în IImRNA servește ca un semnal cheie de export Când ARN-ul intră în citoplasmă, are loc metilarea pentru a forma un capac trimetil-G, iar la interacțiunea cu un set de proteine numit Sm, ARN-ul se asamblează într-un complex ARN-proteină Capacul trimetil este implicat în splicing, iar cu ajutorul proteinelor se creează structura tridimensională a fiecărui snRNP Aceste complexe, numite PnRNP, sunt importate în nucleu cu participarea unui receptor de transport constând dintr-un adaptor (snurportin) și importin p Proteinele care leagă capacul și proteinele Sm servesc ca semnal de import Presupunem că, în drojdiile în devenire, IImRNA-urile nu sunt exportate din nucleu În aceste organisme, NnRNP-urile sunt asamblate în nucleu din ARN și proteinele importate Nu știm încă de ce formarea snRNP-urilor complete funcțional în celulele de mamifere implică procesele de export și import Precursorii de microARN sunt exportați din nucleu și procesați în citoplasmă Puncte cheie MicroARN-urile se formează în nucleu ca rezultat al transcripției și sunt supuse procesării parțiale pentru a forma precursorul structurii ac de păr Apoi, acest precursor, cu participarea exportinei-V, este exportat în citoplasmă, unde are loc procesarea sa finală Precursorii de microARN sunt exportați din nucleu și procesați în citoplasmă OREZ , Generarea snRNP include exportul snRNA npe-Ul, modificarea snRNA în citoplasmă și importul snRNP în nucleu pentru modificări ulterioare O familie de ARN mici numite miARN joacă un rol important în reglarea expresiei genelor Acești ARN au o lungime de - de nucleotide și se găsesc în organismele multicelulare de origine vegetală și animală Există mai mult de de tipuri de miARN în celulele umane Ele joacă un rol de reglare în dezvoltare, diferențiere, moarte celulară programată (apoptoză), organogeneză și proliferare celulară Ele funcționează prin legarea și țintirea ARNm-urilor care se află în citoplasmă, blocând astfel traducerea lor și, eventual, crescând rata metabolică MicroARN-urile sunt produse ale transcripției care au loc cu participarea ARN polimerazei II, iar în celulele animale sunt formate din precursori mari sub acțiunea unui complex care conține o enzimă similară ca proprietăți cu RNaza III Genele care codifică miARN-urile sunt de obicei localizate în spații intergenice și în regiunile de intron ale genelor care codifică proteine Precursorul conține adesea mulți miARN și are o structură complexă, parțial în ac de păr În nucleu, cu participarea enzimei DROSHA, precursorul este procesat cu formarea de structuri în ac de păr, fiecare dintre ele conține o moleculă de microARN (Fig ) Aceste structuri sunt exportate din nucleu sub acțiunea exportinei- , și procesul este foarte similar cu exportul de ARNt, care implică exportin-t În citoplasmă, precursorul este expus la o altă enzimă asemănătoare RNaza III numită DICER Împreună cu alte proteine, această enzimă acționează asupra structurilor ac de păr și formează fvii un microARN complet la nivel național (pentru mai multe detalii, vezi Fig Ce urmeaza? Până în prezent, structura nucleului celular și mecanismele de transport nuclear sunt cele două domenii cel mai activ studiate ale biologiei celulare Incertitudinea predomină în opiniile privind existența și funcționarea structurilor de susținere ale nucleului Nucleul contine structuri scheletice care joaca un rol asemanator cu cel al citoscheletului in organizarea citoplasmei si in transportul intracelular? Odată cu extracția exhaustivă a nucleelor, rămân filamente scurte, parțial organizate într-o rețea insolubilă Cu toate acestea, cum sunt organizate în nucleul unei celule vii? Mașinile de replicare se atașează la structurile de sprijin nuclear? Dacă da, atunci ADN-ul pe care îl rulează aceste mașini trebuie să fie în mișcare, CAPITOLUL Structura kernelului și procesele de transport -] ARN polimeraza II Genă care codifică miARN " ADN ^Transcriere J Transcrierea microARN primară Capac Prelucrarea J Drosha A FUGIT precursor de miARN (Un Export n Expo* în Prelucrarea J miRNA duplex CITOPLLASMA Dicer Prelucrarea J miARN matur Dicer RIi b / microARN-urile sunt mai întâi procesate în nucleu și exportate în citoplasmă, unde sunt supuse procesării ulterioare înainte de a deveni microARN-uri maturi iar mașinile în sine trebuie reparate Există fabrici de transcriere similare? Multe subcompartimente sau corpuri nucleare au fost deja identificate prin imunohistochimie, iar acest număr este de așteptat să crească în continuare Cum sunt construite aceste trupuri mici; ce proteine contin; și ce le determină compoziția proteinelor și condițiile de formare? Deși unele dintre aceste compartimente funcționează probabil ca depozite de factori necesari procesării, nu cunoaștem mecanismele prin care macromoleculele și complexele lor intră și părăsesc aceste structuri Este posibil să se obțină preparate purificate sau îmbogățite din aceste compartimente subnucleare și să se utilizeze metode proteomice pentru a determina compoziția lor, într-un mod similar cu cel făcut pentru nucleoli și petele nucleare Astfel de abordări pot oferi cheia pentru elucidarea funcțiilor funcțiile subcompartimentului și ajută la formularea ideilor despre rolul lor posibil De asemenea, nu știm cum sunt poziționate proteinele pe membranele interioare și exterioare ale nucleului Aparent, pentru unele proteine ale membranei nucleare interioare, translocarea în ER este parte a mecanismului de adresare Aceste proteine migrează de la membrana nucleară exterioară la cea interioară prin îndoirea membranei din vecinătatea NPC Unele proteine ale membranei nucleare interioare traversează spațiul perinuclear? NPC este de de ori mai mare decât ribozomul, dar datorită structurii sale simetrice, conține mai puține polipeptide diferite decât ribozomul În mitoză, odată cu dezintegrarea învelișului nuclear, NPC-urile dispar Aceasta nu înseamnă dispariția lor completă și se crede că Ce urmeaza? nucleoporinele rămân ca subcomplexe Care este mecanismul de asamblare a porilor în timpul reformării învelișului nuclear? În timpul interfazei, numărul NPC-urilor se dublează Sunt pori noi formați prin același mecanism prin care sunt asamblați la sfârșitul mitozei? Conținutul relativ scăzut de nucleoporine face ca această problemă să fie deosebit de acută Cum este construit YPC-ul? Este posibil să rezolvi această problemă cu ajutorul analizei de difracție de raze X? Este necesar să se țină cont de mai mulți factori care complică foarte mult problema În primul rând, este necesară o cantitate mare de material purificat pentru a obține cristale și este dificil să izolați NPC-urile într-o formă purificată, chiar dacă lamelele citoplasmatice perforate care nu conțin lamină nucleară sunt folosite ca material de pornire În al doilea rând, pentru a menține structura nativă tridimensională a NPC-ului, poate fi necesară legarea complexului cu anvelopa nucleară Deși starea actuală a bazei experimentale a făcut posibilă stabilirea structurii unor proteine membranare, studiul structurii NPC-urilor este o sarcină mult mai dificilă decât pentru proteinele de membrană solubile sau mici Deoarece fiecare NPC este de obicei înconjurat de o membrană nucleară, este posibil să nu fie deloc posibil să se obțină cristale care necesită asocierea membranei pentru a se forma În plus, NPC-urile sunt structuri foarte mari; cu toate acestea, a fost posibil să se obțină date despre structura particulelor virale de aproximativ aceeași dimensiune În prezent, se încearcă folosirea de noi abordări metodologice pentru a studia detaliile structurii NPC, cum ar fi microscopia electronică de înaltă rezoluție și analiza spectrometrică de masă Studiile ulterioare ale NPC necesită probabil o combinație de diverse abordări experimentale, inclusiv purificarea subcomplexelor și stabilirea structurii lor folosind analiza de difracție cu raze X, asamblarea subcomplexelor in vitro și abordări pentru a studia organizarea lor in vivo, de exemplu, folosind efectul transferului de energie rezonantă fluorescentă Împreună, toate aceste abordări ar trebui să conducă la stabilirea unei hărți complete a proteinelor NPC Deși s-au făcut progrese semnificative în cercetarea transportului nuclear în ultimii zece ani, rămâne neclar modul în care macromoleculele se deplasează de fapt prin NPC Ce asigură disocierea complexului NPC-carioferină-cargo? Au fost propuse mai multe modele pentru a explica mecanismul de translocare a proteinei prin canalul porilor, fiecare dintre ele a fost confirmat experimental (pentru o descriere a două modele, vezi Secțiunea - Au fost propuse mai multe modele pentru o descriere a mecanismului nuclear) transport) Conform unuia dintre modele, pe măsură ce se deplasează de-a lungul canalului până la locul localizării finale a proteinei, complexele proteice transportate de carioferină se află în zona creșterii treptate afinitate pentru nucleoporine Un alt model sugerează că din cauza repetăților care conțin fenilalanină și glicină se formează o barieră hidrofobă, care este depășită de carioferine, care le oferă capacitatea de a transfera proteina transportată prin NPC Nu știm cât de mult este compoziția mediului în canalul NPC diferă de compoziția nucleoplasmei și a citoplasmei și de modul în care afectează transportul Pentru studiul transportului moleculelor individuale se folosesc metode biofizice promițătoare, care oferă informații valoroase Deși încărcătura a fost identificată pentru majoritatea carioferinelor, nu știm ce semnale de import ar trebui să recunoască Sunt aceste semnale întotdeauna secvențe primare sau sunt structuri, uneori recunoscute, ca în recunoașterea ARNt de către exportin-t În acest caz, o abordare proteomică ar putea ajuta la determinarea setului complet de marfă pentru fiecare carioferină În cele mai multe cazuri, transportul este reglementat prin modificarea sau modificarea disponibilității mărfurilor Este posibil să se regleze deloc transportul la nivelul receptorilor și, dacă da, în ce cazuri se întâmplă acest lucru? De exemplu, în organismele multicelulare, carioferinele sunt mai frecvente, incluzând mai multe carioferine separate, dar strâns înrudite Doar o singură carioferină a este prezentă în celulele S core-visiae Diferite carioferine joacă un rol specific în dezvoltarea, diferențierea sau în realizarea funcțiilor tisulare? În celulele divizoare ale drojdiei pombe s-au găsit două importine a, dar celulele necesită doar una dintre ele Acest lucru sugerează că joacă roluri diferite Transportul ARNm și al subunităților ribozomului are loc într-un mod mai complex decât transportul proteinelor și ARNt Factorii implicați în exportul unor ARNm și subunități de ribozom au fost identificați, dar funcțiile altora rămân neclare Unele proteine exportate împreună cu ARNm sunt legate de ARN polimerază în timpul transcripției și transferate la ARNm În organismele multicelulare, cel puțin de proteine sunt capabile să se lege de ARNm din nucleu, deși este posibil ca nu toate aceste proteine să se lege la un anumit ARNm Se crede că aceștia determină locurile pentru procesarea și ambalarea ARNm pentru export Care este structura generală pe care aceste proteine o oferă iRNP-urilor? Cum în mod specific se leagă de ARNm? Ce proteine suplimentare și cum este reglată legarea acestor proteine de ARN? Există alte proteine care se pot lega de proteinele aflate deja pe ARN înainte de export? Ce funcții îndeplinesc? Ce modificări suferă iRNP-urile în timpul sintezei și exportului? Procesele de transcripție, '-capping, splicing și '-procesare a ARNm au fost studiate în detaliu în experimente in vitro Cu toate acestea, toate aceste procese sunt conectate nu numai între ele, ci și cu exportul de ARNm Cum se realizează coordonarea lor? Ce asigură completitatea și acuratețea procesării ARNm? Cum se diferențiază CAPITOLUL Structura kernelului și procesele de transport ARN-urile nucleare să fie degradate din cele care urmează să fie exportate? O posibilitate este aceea că asocierea cu aparatul de îmbinare restricționează fizic mișcarea iRNP până la finalizarea procesării de către spliceosome În acest caz, poate funcționa un mecanism de reconciliere cinetică, în care exonucleazele nucleare distrug orice ARNm care nu a fost eliberat din spliceosome pentru un anumit timp Deși nu există date care să indice implicarea directă a oricărei carioferine și Ran-GTPaze în exportul iRNP, nu putem afirma cu certitudine că acestea nu sunt implicate în acest proces În ceea ce privește exportul de subunități de ribozom, nu știm ce le asigură disponibilitatea de a părăsi nucleolul și care este mecanismul migrării lor către NPC? Exportina joacă un anumit rol în exportul subunităților ribozomale Cu toate acestea, aceste subunități sunt mult mai mari ca dimensiuni decât proteinele de încărcare obișnuite ale carioferinelor, iar mișcarea lor de-a lungul canalului NPC este probabil să fie efectuată într-un mod mult mai complex și implicând mai mulți factori decât transportul polipeptidelor Evenimentele de transport nuclear joacă un rol important în pătrunderea în miezul multor viruși Virușii care sunt prea mari sunt supuși dezasamblarii parțiale înainte de a trece prin NPC, dar cei mai mici pătrund intact în nucleu Ce direcționează virușii către nucleu? Sunt anumite tipuri de particule virale recunoscute de receptorii solubili sau de alți factori? Adenovirusurile, de exemplu, sunt prea mari pentru a intra intact în nucleu Probabil, intrarea în nucleul ADN-ului viral este asigurată de formarea unui contact strâns între virus și NPC din partea citoplasmatică Este important de menționat că virusul și NPC trebuie să conțină anumiți determinanți care asigură o astfel de interacțiune Este această strategie tipică pentru majoritatea virușilor mari sau doar pentru câțiva? Genomul și proteinele virusului intră în citoplasmă după trecerea prin NPC? Este posibil să se dezvolte medicamente antivirale care afectează migrarea virusului în nucleu fără a afecta alte procese de transport celular? rezumat Nucleul este o microstructură importantă a unei celule eucariote care conține toți cromozomii ei Deși nucleul nu are subcompartimente legate de membrană, acesta conține domenii separate care îndeplinesc funcții specifice Nucleul este înconjurat de o membrană dublă, care este pătrunsă de NPC-uri, care sunt singurele canale de comunicare dintre nucleu și citoplasmă Organizarea internă a nucleului se caracterizează printr-o natură dinamică Replicarea ADN-ului și, eventual, transcripția ARNm, este concentrată într-un mod special site-uri sociale numite fabrici Factorii implicați în procesarea ARN circulă între locurile lor de depunere și locurile de transcripție Moleculele mici și macromoleculele mai mici de kDa difuzează prin NPC, dar transportul macromoleculelor mari necesită prezența unor semnale specifice Majoritatea proceselor de transport nuclear implică un grup de proteine înrudite structural numite carioferine care recunosc semnale specifice și interacționează cu NPC-urile Multe proteine sunt importate în nucleu, iar unele proteine navetă pot fi, de asemenea, exportate din acesta Pentru a asigura transportul proteinelor doar în direcția necesară, în celulă este localizată o GTPază, care se numește Ran Ran-GTP este prezent în nucleu, în timp ce Ran-GDP se găsește în principal în citoplasmă Ran-HHF interacționează cu receptorii de import, ceea ce duce la disocierea proteinei transportate în nucleu Se leagă în mod cooperant de receptorii de export și transportă proteine pentru a forma un complex de export După ce proteina este livrată la destinație, receptorii revin în compartimentele lor originale, unii ca marfă pentru alți receptori, iar alții ca aceiași receptori Transportul nuclear este cel mai important mecanism prin care celula controlează expresia genelor și alte procese Mulți factori de transcripție sunt transportați în nucleu numai atunci când un semnal specific sau un alt impuls intră în celulă Transportul reglementat se bazează pe multe mecanisme Acestea sunt modificări ale factorilor de transcripție sau ale altor proteine (fosforilare sau defosforilare) care apar ca răspuns la primirea unui semnal de către celulă, după care pot fi recunoscuți de receptorii de transport Uneori proteinele se găsesc în citoplasmă ca parte a unui complex În unele cazuri, fosforilarea altor componente ale complexului are ca rezultat eliberarea unui factor de transcripție, care poate fi apoi transportat în nucleu Aproape tot ARN-ul produs în nucleu funcționează în citoplasmă și, prin urmare, trebuie exportat din acesta Exportul nu începe până la finalizarea tuturor etapelor procesării ARN-ului în nucleu ARNt și miARN sunt exportate prin receptori aparținând familiei carioferinelor, care seamănă cu receptorii care transportă proteine Subunitățile ribozomilor sunt asamblate în nucleol și exportate de mai mulți factori suplimentari După finalizarea procesării pre-ARNm, ARNm este exportat sub formă de complexe ARN-proteină Transcripția, procesarea pre-ARNm și exportul ARNm sunt procese concertate Factorii importanți pentru procesare și export sunt legați de ARN polimeraza II în momentul transcripției, iar unii rămân cu ARNm până la export Exportul necesită, de asemenea, participarea a numeroși factori specifici Pentru a se asigura că ARN-urile care au fost procesate complet și fără erori sunt exportate în citoplasmă, există un sistem eficient de verificare în nucleu Reluarea Bibliografie Fiecare cromozom ocupă teritoriu separat Revizuire Gilbert, N , Gilchrist, S și Bickmore, WA, Organizarea cromatinei în nucleul mamiferelor Int Rev Cytol v p - Parada, L și Misteli, T , Poziționarea cromozomilor în nucleul de interfază Tendințe CellBiol v ora - Singer, RH și Green, MR, Compartimentarea expresiei genelor eucariote: cauze și efecte Celula v p - Studiu Casolari, JM, Brown, CR, Komili, S , West, J , Hieronymus, H și Silver, PA, Localizarea la nivel de genom a mașinilor de transport nuclear cuplează starea transcripțională și organizarea nucleară Celula v p - Fay, FS, Taneja, K L, Shenoy, S , Lifshitz, L și Singer, RH, Analiza digitală cantitativă a distribuțiilor nucleare difuze și concentrate ale transcrierilor naștere, SC și poli(A) Erp Cell Res v p - Mathog, D , Hochstrasser, M , Gruenbaum, Y , Saumweber, H și Sedat, J , Modelul de pliere caracteristic al cromozomilor politenilor în glandele salivare nudei Drosophila Natura v p - Politz, JC, Tuft, RA, Pederson, T și Singer, RH, -Mișcarea ARN-ului poli(A) nuclear în spațiul intercromatin în celulele vii Curr Biol n p - Zachar, Z , Kramer, J , Mims, P și Bingham, PM, Dovezi pentru difuzia canalizată a pre-ARNm în timpul transportului de ARN nuclear în metazoare / Biol celular v p - Nucleul conține subcompartimente care nu sunt înconjurate de o membrană Revizuire Carmo-Fonseca, M , Mendes-Soares, L, and Campos, L, That be or not to be in the nucleols Nat CellBiol v p El - de Jong, L, Grande, MA, Mattern, KA, Schul, W și van Driel, R , Domenii nucleare implicate în sinteza ARN, procesarea ARN și replicare Crit Rev eucariote GeneExpr v p - Dundr, M și Misteli, T , Arhitectura funcțională în nucleul celular Biochim J n p - Gali, JG, Corpurile Cajal: primii de ani Annu Rev celldev Biol v ora p m - Huang, S și Spector, D L, Organizarea dinamică a factorilor de îmbinare pre-mARN / celulă Biochim v p - Lamond, A L și Sleeman, JE, Substructură și dinamică nucleară Curr Biol v ora p m R -R Matera, AG, - Corpuri nucleare: subdomenii multifațetate ale spațiului intercromatin Trends Cell Biol n p - Misteli, T și Spector, D L, Organizarea celulară a expresiei genelor Curr Opinează CellBiol n ora : - - Olson, MO, Dundr, M și Szebeni, A , Nucleolul: o fabrică veche cu capabilități neașteptate Trends Cell Biol v ora : - Scheer, U și Hock, R , Structura și funcția nucleolului Curr Opinează Biol celular v ora - Spector, D L, Domeniile macromoleculare din nucleul celular Annu Rev celldev Biol v p - Spector, D L , Domenii nucleare / Cell Sci v p - Sternsdorf, T , Grotzinger, T , Jensen, K și Will, H , Puncte nucleare: actori pe multe scene Imunobiologie v USD - Studiu Andersen, JS, Lyon, C E , Fox, AH, Leung, AK, Lam, YW, Steen, H , Mann, M și Lamond, A L, Analiza proteomică direcționată a nucleolului uman Curr Biol v ora - O'Keefe, RT, Mayeda, A , Sadowski, C L, Krainer, AR și Spector, D L, Perturbarea splicing-ului pre-mARN in vitro are ca rezultat reorganizarea factorilor de splicing / Biol celular v p - Scherl, A , Coute, Y , Done, C , Caile, A , Kindbeiter, K , Sanchez, JC, Greco, A , Hochstrasser, D și Diaz, JJ, Funcțional proteomic analysis of nucleol uman Mol Biol Cellv ora p m - Verheggen, C , Lafontaine, D L, Samarsky, D , Mouaikel, J , Blanchard, JM, Bordonne, R și Bertrand, E , SnoRNP-urile U de mamifere și drojdie sunt maturate în nuclee nucleare specifice și înrudite compartimente EMBOJ v p - Unele procese au loc la anumite site-uri nucleare și sunt determinate de structurile lor Revizuire Cook, R R , Organizarea replicării și transcripției Știința v p - de Jong, L, Grande, MA, Mattern, KA, Schul, W și van Driel, R , Domenii nucleare implicate în sinteza ARN, procesarea ARN și replicare Crit Rev eucariote GeneExpr v p - Jackson, D A , Principiile structurii nucleare Cromozom Resv ora - Nickerson, JA, Blencowe, BJ și Penman, S , Organizarea arhitecturală a metabolismului nuclear Int Rev Cytol v Ap - Penman, S , Regândirea structurii celulare Proc Natl Acad sci SUA p - Singer, RH și Green, MR, Compartimentarea expresiei genelor eucariote: cauze și efecte Celula n p - Studiu Capco, DG, Wan, K M și Penman, S Matricea nucleară: arhitectura tridimensională și compoziția proteinelor Celula v p - Fay, FS, Taneja, KL, Shenoy, S , Lifshitz, L și Singer, RH, Analiza digitală cantitativă a distribuțiilor nucleare difuze și concentrate ale transcrierilor naștere, SC și poli(A) Exp Cell Res v p - Ne, DC, Nickerson, JA și Penman, S , Core filaments of the nuclear matrix / Biol celular v p - Hozak, P , Jackson, DA și Cook, PR, Fabrici de replicare și corpuri nucleare: caracterizarea ultrastructurală a site-urilor de replicare în timpul ciclului celular / Cell Sci v p - O'Keefe, RT, Henderson, SC și Spector, DL Organizarea dinamică a replicării ADN-ului în celulele nudei de mamifere: replicarea definită spațial și temporal a secvențelor de ADN alfa-satelit specifice cromozomilor / Biol celular v p - CAPITOLUL Structura kernelului și procesele de transport Nucleul este înconjurat de o înveliș nuclear Revizuire Andersson, S G și Kurland, C G , Origins of mitocondria and hydrogenosomes Curr Opinează microbiol v p - Fahrenkrog, B , Stoffler, D și Aebi, U , Nuclear horn complex architecture and functional dynamics Curr top microbiol Imunol v USD - Lang, BF, Gray, MW și Burger, G , Evoluția genomului mitocondrial și originea eucariotelor Annu Rev Genet v p - McFadden, G L, Endosymbiosis and evolution of the plant cell Curr Opinează Biol vegetal v p - Rout, MP și Aitchison, J D Complexul de corn nuclear ca mașină de transport / Biol Cbem v p - Studiu Daigle, N , Beaudouin, J , Hannell, L, Imreh, G , Hallberg, E , Lippincott-Schwartz, J , and Ellenberg, J , Complexele de corn nuclear formează rețele imobile și au un nivel foarte scăzut turnover în celulele de mamifere vii / Biol celular n p - Maul, GG, Price, JW și Lieberman, MW, Formarea și distribuția complexelor de corn nuclear în interfază / CellBiol v p - Stoffler, D , Goldie, KN, Feja, B și Aebi, U , Modificări structurale mediate de calciu ale complexelor de corn nuclear native monitorizate prin microscopie cu forță atomică în timp / Mol Biol n p - Winey, M , Yarar, D , Giddings, TH, Jr și Mastronarde, DN, Numărul complexului de corn nuclear și distribuția pe tot parcursul ciclului celular S cerevisiae prin reconstrucție tridimensională din micrografiile electronice ale plicurilor nucleare Mol Biol Celula v p - Lamina nucleară stă la baza învelișului nuclear Revizuire Broers, J L, Hutchison, C J și Ramaekers, F C , Laminopathies / Patbol v p - Dabauvalle, MC și Scheer, U , Asamblarea complexelor de corn nuclear în extractul de ouă de Xenopus Biol Celula v p - Goldman, RD, Gruenbaum, Y , Moir, RD, Shumaker, DK și Spann, TP, Nuclear lamins: building blocks of nuclear architecture GenesDev v ora p m - Gruenbaum, Y , Margalit, A , Goldman, RD, Shumaker, DK și Wilson, K L, Lamina nucleară devine majoră Nat Rev Mol CellBiol v p - Hutchison, CJ, Alvarez-Reyes, M și Vaughan, OA, Lamine în boală: de ce proteinele învelișului nuclear exprimate în mod omniprezent dau naștere la fenotipuri de boală specifice țesuturilor?/ Cell Sci v p - Taddei, A , Hediger, F , Neumann, FR și Gasser, SM, Funcția arhitecturii nucleare: o abordare genetică Annu Rev Genet v p - Wilson, K L, Zastrow, MS și Lee, K K , Lamine și boli: perspective asupra infrastructurii nucleare Celula v p - Transportul activ al moleculelor mari între nucleu și citoplasmă Studiu Feldherr, S M , A comparative study of nucleocytoplasmic interactions / CellBiol v p - Complecșii de pori nucleari sunt canale simetrice Revizuire* Fahrenkrog, B , Stoffler, D și Aebi, U , Nuclear horn complex architecture and functional dynamics Curr top microbiol Imunol n USD - Kessel, RG, Lamele anulate: o ultimă frontieră în organele celulare Int Rev Cytol v p - Rout, MP și Aitchison, JD, Complexul de corn nuclear ca mașină de transport / Biol Cbem n p - Schwartz, TU, Modularitatea în arhitectura complexului de corn nuclear Curr Opinează Struct Biol v ora p m - Wischnitzer, S , Lamelele inelare Int Rev Cytol v p - Studiu Akey, CW și Radermacher, M , Arhitectura complexului de corn nuclear Xenopus dezvăluit prin microscopia crio-electronică tridimensională / CellBiol n p - Aducea, J , Andrade, R , Alonso, R și Arechaga, J , Coșul nuclear al complexului de corne nuclear face parte dintr-o rețea filamentoasă de ordin superior care este legată de cromatina / Struct Biol v p - Beck, M , Forster, F , Ecke, M , Plitzko, JM, Melchior, F , Gerisch, G , Baumeister, W și Medalia, O , Structura complexă a cornului nuclear și dinamica revelată de tomografie crioelectronică Știința v p - Fahrenkrog, B , Hurt, EC, Aebi, U și Pante, N , Arhitectura moleculară a complexului de corn nuclear de drojdie: localizarea subcomplexelor Nsplp / CellBiol v p - Goldberg, MW, și Allen, TD, Complexul de colț nuclear: structură de suprafață tridimensională dezvăluită prin emisie de câmp, microscopie electronică cu scanare în lentilă, cu structura subiacentă descoperită de proteoliză Cell Sci v p - Goldberg, MW și Allen, TD, Complexul nuclear și lamina: structuri tridimensionale și interacțiuni determinate de microscopie electronică cu scanare în lentilă cu emisie de câmp / Mol Biol v p - Hinshaw, JE, Carragher, BO și Milligan, RA, Arhitectura și proiectarea complexului de corn nuclear Celula v p - * Jarnik, M și Aebi, U , Către o structură -D mai completă a complexului de corn nuclear / Struct Biol n p - Rout, MP și Blobel, G , Izolarea complexului de corn nuclear de drojdie / CellBiol v p - Yang, Q , Rout, MP și Akey, CW, Arhitectura tridimensională a complexului izolat de corn nuclear de drojdie: implicații funcționale și evolutive Mol Celula n p - Complexele de pori nucleari sunt compuse din nucleoporine Revizuire Conti, E şi Izaurralde, E , Transportul nucleocitoplasmatic intră în era atomică Curr Opinează Biol celular v ora p m - Doye, V și Hurt, EC, Abordări genetice ale structurii și funcției cornului nuclear Trends Genet v ora - Referințele Pante, N , Structura complexă a cornului nuclear: pori deconectați și dinamici dev Celula v p - Rout, MP și Aitchison, JD, Complexul de corn nuclear ca mașină de transport / Biol Chim v p - Suntharalingam, M și Wente, SR, Privind prin corn: structura complexă a cornului nuclear, asamblare și funcție dev Celula v p - Studiu Amberg, DC, Goldstein, A L și Cole, CN, Izolarea și caracterizarea RAT : o genă esențială a S cerevisiae necesară pentru traficul eficient nucleocitoplasmatic al ARNm Gene Dev v p - Fahrenkrog, B , Aris, JP, Hurt, EC, Pante, N și Aebi, U , Localizare spațială comparativă a proteinelor complexe nucleare de drojdie marcate cu proteină A și autentice prin microscopie electronică imunogoldj Struct Biol n p - Kadowaki, T , Zhao, Y și Tartakoff, AM, A conditional yeast mutant deficient in mRNA transport from nucleus to cytoplasm Proc Natl Acad sci SUA v p - Miller, BR și Forbes, DJ, Purificarea complexului de corn nuclear de vertebrate prin criterii biochimice trafic v p - Rabut, G , Doye, V și Ellenberg, J , Cartografiarea organizării dinamice a complexului cornului nuclear în interiorul celulelor vii unice Nat Biol celular v p - Rout, MP și Blobel, G , Izolarea complexului de corn nuclear de drojdie / CellBiol v p - Strawn, LA, Shen, T , Shulga, N , Goldfarb, DS și Wente, SR, Complexul nuclear minim definește domeniile repetate FG esențiale pentru transport Nat Biol celular v p - Yang, Q , Rout, MP și Akey, CW, Arhitectura tridimensională a complexului izolat de corn nuclear de drojdie: implicații funcționale și evolutive Mol Celula n p - Proteinele sunt transportate selectiv în nucleu prin porii nucleari Studiu Dingwall, C , Sharnick, SV și Laskey, R A , Un domeniu polipeptidic care specifică migrarea nucleoplasminei în nucleu Celula v p - Feldherr, C M , Kallenbach, E și Schultz, N , Mișcarea unei proteine cariofile prin porii nucleari ai ovocitelor /CellBiol v p - Semnalul de localizare nucleară ghidează proteinele către nucleu Studiu Kalderon, D , Roberts, B L, Richardson, WD și Smith, AE, O secvență scurtă de aminoacizi capabilă să specifice locația nucleară Celula v p - Receptorii citoplasmatici NLS sunt implicați în importul de proteine în nucleu Revizuire Goldfarb, D S , Corbett, A H , Mason, D A , Harreman, M T și Adam, S A , Importin alpha: a multipurpose nuclear-transport receptor Tendințe CellBiol n ora p m - Harel, A și Forbes, DJ, Importin beta: conducerea unei simfonii celulare mult mai mare Mol Celula v ora p m - Mosammaparast, N și Pemberton, LF, Karyopherins: de la mediatorii de transport nuclear la regulatorii funcției nucleare Tendințe CellBiol v ora p m - Studiu Adam, SA, Marr, RS și Gerace, L, Importul proteinelor nucleare în celulele de mamifere permeabilizate necesită factori citoplasmatici solubili / CellBiol v p - Conti, E , Uy, M , Leighton, L, Blobel, G și Kuriyan J , Analiza cristalografică a recunoașterii unui semnal de localizare nucleară de către factorul de import nuclear carioferină alfa Celula v p - Goldfarb, DS, Gariapy, J , Schoolnik, G și Kornberg, RD, Peptide sintetice ca semnale de localizare nucleară Nature v p - Gorlich, D , Prehn, S , Laskey, RA și Hartmann, E , Izolarea unei proteine care este esențială pentru prima etapă a importului proteinei nucleare Celula n ОS) p - Gorlich, D , VogeL F , Mills, AD, Hartmann, E și Laskey, RA, Funcții distincte pentru cele două subunități de importină în importul proteinelor nucleare Natura v p - Moore, MS și Blobel, G , Cele două etape ale importului nuclear, care vizează învelișul nuclear și translocarea prin cornul nuclear, necesită diferiți factori citosolici Cellv p - Vodicka, MA, Koepp, DM, Silver, PA și Emerman, M , HIV- Vpr interacționează cu calea de transport nuclear pentru a promova infecția cu macrofage Gene Dev v ora - Are loc și exportul de proteine din nucleu implicând receptori Revizuire Ullman, K S , Powers, M A și Forbes, DJ, Receptorii de export nuclear: de la importină la exportină Celula v p - Studiu Fritz, C C și Green, MR, HIV Rev utilizează o cale conservată de export de proteine celulare pentru transportul nucleocitoplasmatic al ARN-urilor virale Curr Biol v p - Stade, K , Ford, CS, Guthrie, C și Weis, K , Exportina (Crmlp) este un factor esențial de export nuclear Celula v p - Wolff, B , Sanglier, JJ și Wang, Y , Leptomicina B este un inhibitor al exportului nuclear: inhibarea translocației nucleo-citoplasmatice a virusului imunodeficienței umane de tip I (HIV- ) Rev și dependentă de Rev ARNm Chim Biol v p - Direcția de transport nuclear este controlată de Ran-GTPaza Revizuire Bayliss, R , Corbett, AH și Stewart, M , Mecanismul molecular de transport al macromoleculelor prin complexe de corn nuclear trafic v p - Dasso, M , The Ran GTPase: theme and variations Curr Biol v ora R -R Studiu Kalab, P , Weis, K și Heald, R , Vizualizarea unui gradient Ran-GTP în extracte de ouă de Xenopus mitotice și interfaze Știința v USD - CAPITOLUL Structura kernelului și procesele de transport Au fost propuse mai multe modele pentru a descrie mecanismul de transport nuclear Revizuire Becskei, A și Mattaj, IW, Modele cantitative de transport nuclear Curr Opinează Biol celular v ora p m - Rout, MP și Aitchison, JD, Complexul de corn nuclear ca mașină de transport / Biol Chim v p - Studiu Ben-Efraim, L, și Gerace, L, Gradient de creștere a afinității importinei beta pentru nucleoporine de-a lungul căii de import nuclear / Cell Biol v p - Ribbeck, K și Gorlich D , Analiza cinetică a translocației prin complexe de corn nuclear EMBO JV p - Yang, W , Gelles, J și Musser, SM, Imagistica translocației cu o singură moleculă prin complexe de corn nuclear Proc Natl Acad sci SUA v p - Transportul nuclear poate fi reglementat Revizuire Hood, J K și Silver, PA, Diverse căi de transport nuclear reglează proliferarea și oncogeneza celulară biochim Biophys Acta v p M -M Kaffman, A și O'Shea, EK, Regulament of nuclear localization: a key to a door Amu Rev celldev Biol v ora p m - Poon, IK și Jans, DA, Reglementarea transportului nuclear: rol central în dezvoltare și transformare? Trafic V p - Multe tipuri de ARN sunt exportate din nucleu Studiu Dworetzky, SI și Feldherr, CM, Translocarea particulelor de aur acoperite cu ARN prin porii nucleari ai ovocitelor J CellBiol v p - Hamm, J , Dathan, NA și Mattaj, IW, Analiza funcțională a mhRNA-urilor mutante Xenopus U Celula v p - Hamm, J și Mattaj, IW, Structurile de capac monometilate facilitează exportul de ARN din nucleu Celula n p - Jarmolowski, A , Boelens, WC, Izaurralde, E și Mattaj, IW, Exportul nuclear al diferitelor clase de ARN este mediat de factori specifici / Cell Biol v p - Subunitățile ribozomilor sunt asamblate în nucleol și exportate prin exportina Revizuire Johnson, A W , Lund, E și Dahlberg, J , Exportul nuclear de subunități ribozomale Trends Biochim sci v p - Studiu Bataille, N , Helser, T și Fried, HM, Transportul citoplasmatic al subunităților ribozomale microinjectate în nucleul ovocitului Xenopus laevis: un proces generalizat, facilitat / Cell Biol v p - Ho, JH, Kallstrom, G și Johnson, AW, Nmd p este o proteină adaptor dependentă de Crmlp pentru exportul nuclear al subunității mari ribozomale / Cell Biol v p - Moe, T L și Silver, PA, Exportul nuclear al subunității mici ribozomale necesită ciclul ran-GTPaze și anumite nucleoporine GenesDev v ora p m - Oeffinger, M , Dlakic, M și Tollervey, D , Pentru exportul ambelor subunități ribozomale este necesară o proteină de repetare a încălzirii asociată pre-ribozomului GenesDev v ora p m - ARNt-urile sunt exportate cu participarea unei exportine speciale Studiu Arts, GJ, Fornerod, M și Mattaj, IW, Identificarea unui receptor de export nuclear pentru ARNt Curr Biol v p - Jarmolowski, A , Boelens, WC, Izaurralde, E și Mattaj, IW, Exportul nuclear al diferitelor clase de ARN este mediat de factori specifici / Cell Biol v p - Lund, E și Dahlberg, JE, Corectarea și aminoacilarea ARNt-urilor înainte de exportul din nucleu Știința v p - Shaheen, HH și Hopper, AK, Mișcarea retrogradă a ARNt de la citoplasmă la nucleu în Saccharomyces cerevisiae Proc Natl Acad sci SUA v p - Takano, A , Endo, T și Yoshihisa, T , ARNt se deplasează activ între nucleu și citosol în drojdie Știința v p - ARNm-urile sunt exportate din nucleu ca complexe ARN-proteină Revizuire Aguilera, A , procesarea mRNA și instabilitatea genomică Nat Struct Mol Biol v ora - Daneholt, B , O privire asupra RNP mesager care se deplasează prin cornul nuclear Celula v p - Daneholt, B , Particule pre-mRNP: de la genă la corn nuclear Curr Biol v p R -R Fukumori, T , Kagawa, S , lida, S , Oshima, Y , Akari, H , Koyama, AH și Adachi, A , Expresia dependentă de rev a trei specii de ARNm HIV- Int / Mol Med v p - Nakielny, S și Dreyfuss, G , Transportul proteinelor și ARN-urilor în și în afara nucleului Celula v p - Pollard, VW și Malim, MH, Proteina HIV- Rev Annu Rev microbiol v p - Saguez, C , Olesen, JR și Jensen, TH, Formarea mRNP competentă pentru export: evadarea distrugerii nucleare Curr Opinează Biol celular v ora p m - Studiu Choi, YD și Dreyfuss, Gv Izolarea complexului heterogen de ARN-ribonucleoproteină nucleară (nRNP): un ansamblu supramolecular unic Proc Natl Acad sci SUA v p - Mehlin, H , Daneholt, B și Skoglund, U , Translocarea unei partide specifice de ribonucleoproteină premesager prin cornul nuclear studiat cu tomografie cu microscop electronic Celula n p - Pinol-Roma, S , Choi, YD, Matunis, MJ, și Dreyfuss, G , Imunopurificarea particulelor heterogene de ribonucleoproteină nucleară dezvăluie un sortiment de proteine de legare a ARN GenesDev n p - Saavedra, C , Tung, K -S , Amberg, DC, Hopper, AK și Cole, CN, Reglarea exportului de ARNm ca răspuns la stres în S cerevisiae GenesDev v ora : - Visa, N , Izaurralde, E , Ferreira, J , Daneholt, B și Mattaj, IW, Un complex de legare a capacului nuclear leagă inelul Balbiani pre-ARNm cotranscripțional și însoțește partida de ribonucleoproteină în timpul exportului nuclear / Biol celular v p - Referințele nRNP-urile sunt transportate de la locurile de procesare la NPC-uri Studiu Politz, J C, Tuft, R A , Pederson, T și Singer, R H , Mișcarea ARN-ului poli(A) nuclear în spațiul intercromatin în celulele vii Curr Biol v p - Zachar, Z , Kramer, J , Mims, IP și Bingham, PM, Dovezi pentru difuzia canalizată a pre-ARNm în timpul transportului de ARN nuclear în metazoare CellBiol v p - Exportul de ARNm necesită participarea mai multor factori noi Revizuire Cullen, B R , Export de ARN nuclear / Cell Sci v p - de la Cruz, J , Kressler, D și Linder, P , Unwinding ARN in S cerevisiae: DEAD-box proteins and related families Tendințe Biocbem sci v p - Jensen, TH, Dower, K , Libri, D și Rosbash, M , Formarea timpurie a mRNP: licență pentru export sau control al calității? Mol Cellv ora - • Studiu Braun, IC, Rohrbach, E , Schmitt, C și Izaurralde, E , -TAP se leagă de elementul de transport constitutiv (CTE) printr-un motiv nou de legare a ARN-ului care este suficient pentru a promova exportul de ARN dependent de CTE din nucleul EMBOJ v ora p m - Hilleren, P , McCarthy, T , Rosbash, M , Parker, R și Jensen, TH, Controlul calității procesării la capătul ' al ARNm este legat de exozomul nuclear Natura v p - Hodge, CA, Colot, HV, Stafford, P și Cole, CN, Rat p/Dbp p este un factor de transport care interacționează cu Rat p/Nupl p și Glelp și suprimă defectul de export de ARNm al celulelor xpol- EMBOJ v ora p m - Jankowsky, E , Gross, C H , Shuman, S și Pyle, AM, Proteina DExH NPH-P este un motor procesiv și directiv pentru derularea ARN-ului Natura v p - Jankowsky, E , Gross, C H , Shuman, S și Pyle, AM, Perturbarea activă a unei interacțiuni ARN-proteină de către o helicază ARN DExH/D Știința v p - Kang, Y , și Cullen, BR, Proteina umană Tap este un factor de export de ARNm nuclear care conține secvențe noi de legare a ARN și de transport nucleocitoplasmatic Gene Dev v ora p m - Lei, EP și Silver, PA, Statutul intronului și exportul cotranscripțional al ARNm de control al formării capătului ' Gene Dev v ora p m - Libri, D , Dower, K , Boulay, J , Thomsen, R , Rosbash, M și Jensen, T H , Interacțiuni între angajamentul de export de ARNm, controlul calității la capătul ' și degradarea nucleară CellBiol v p - Străsser, K et al , TREX este o transcripție de cuplare complexă conservată cu export de ARN mesager Natura v p - Tseng, SS, Weaver, P L, Liu, Y , Hitomi, M , Tartakoff, AM și Chang, TH, Dbp p, o ARN helicază citosolică, este necesară pentru exportul de ARN poli(A)+ EMBO Jv p - ARN-urile ІІn sunt exportate, modificate, asamblate în complexe și importate Studiu Hamm, J și Mattaj, IW, Structurile de capac monometilate facilitează exportul de ARN din nucleu Celula v p - Huber, J , Cronshagen, U , Kadokura, M , Marshallsay, C , Wada, T , Sekine, M și Luhrmann, R , Snurponinl, an m G-cap-specific nuclear import receptor with o nouă structură de domeniu EMBO J v ora p m - Palacios, L, Hetzer, M , Adam, SA și Mattaj, IW, Importul nuclear de U mhPHH necesită importin beta EMBO J v ora p m - Precursorii de microARN sunt exportați din nucleu și procesați în citoplasmă Revizuire Ambros, V , Funcțiile microARN-urilor animale Natura v p - Kim, VN, Biogeneza microARN: recoltare și tăiere coordonate Nat Rev Mol Biol celular v p - Zamore, PD și Haley, B , Ribo-gnome: lumea mare a ARN-urilor mici Știința v p - CAPITOLUL Structura kernelului și procesele de transport Cromatina și cromozomii Benjamin Lewin Editor/Editor Cell Press și Virtual Text Autorul monografiei "Genele" cromozom uman Fotografie prin amabilitatea lui Daniel L Hartle, Universitatea Harvard REZUMATUL CAPITOLULUI ■ ■o AI ȘI EU Introducere Cromatina este împărțită în eucromatina și heterocromatina Cromozomii au benzi caracteristice Există bucle în ADN-ul eucariot si domenii prin care este atasat de structurile de sustinere ADN-ul este atasat de matricea de interfaza prin secvente specifice Centromerul joaca un rol semnificativ in segregarea cromozomilor Centromerii cromozomilor S cerevisioe conțin secvențe scurte de ADN Centromerul leagă complexul proteic Regiunea centromerului poate conține secvențe repetitive de ADN Telomerii se replic conform unui mecanism special Telomerii închid capetele cromozomilor Cromozomii tip perie sunt despiralizați Cromozomii polietilen formează discuri cu benzi Cromozomii polietilen formează umflături la locurile de expresie a genelor Unitatea structurală principală a cromatinei este nucleozomul ADN-ul se înfășoară în jurul multor nucleozomi Nucleozomii au aceeași structură Structură diferită a ADN-ului pe suprafața nucleozomilor Organizarea octamerului histonelor Organizarea nucleozomilor într-o fibrilă de cromatina Reproducerea cromatinei necesită asamblarea nucleozomilor Nucleozomii ocupă locații specifice pe ADN? Domeniile definesc regiuni care conțin gene active Sunt organizate genele transcrise? în nucleozomi? În timpul transcripției, octamerii histonelor sunt îndepărtați Îndepărtarea nucleozomilor și asamblarea lor ulterioară necesită participarea unor factori specifici Locurile cu sensibilitate crescută la DNază modifică structura cromatinei Remodelarea cromatinei este un proces activ Acetilarea histonelor este legată de activitatea genetică Heterocromatina se formează prin propagarea unui eveniment de nucleare Formarea heterocromatinei depinde de interacțiunea proteinelor cu histonele Cromozomii X suferă modificări profunde Condensarea cromozomilor are loc sub acțiunea condensinelor Ce urmeaza? rezumat Bibliografie Introducere Tot materialul genetic al unei celule este ambalat într-un volum relativ limitat La bacterii, materialul genetic este sub forma unui nucleoid, care formează o masă discretă în celulă În nucleul de interfază al unei celule eucariote, materialul genetic este împachetat într-o masă de cromatină Ambalarea cromatinei este flexibilă și se modifică pe parcursul ciclului celular În timpul diviziunii (mitozei sau meiozei), când cromozomii individuali devin vizibili, cromatina de interfază devine mai dens Cromozomii sunt o formă de izolare a materialului genetic în timpul diviziunii celulare O trăsătură structurală caracteristică datorită căreia se realizează acest lucru este centromerul, care este o constricție pe corpul cromozomului, vizibilă la microscopul cu lumină La o rezoluție suficient de mare, se poate observa că centromerul include cinetocorul, structura prin care se atașează la microtubuli De obicei, cromozomii eucarioți constau din molecule de ADN liniar foarte lungi, iar o altă trăsătură caracteristică este prezența unui telomer, care stabilizează capetele cromozomilor și este completat conform unui mecanism special, ocolind dificultatea de replicare a capetelor ADN-ului liniar ADN-ul este plin de densitate mare Pentru un nucleoid bacterian este de aproximativ mg/ml, pentru un nucleu de celule eucariote este de aproximativ mg/ml, iar pentru un cap de fag T este mai mare de mg/ml Soluțiile cu această concentrație sunt un gel vâscos și, dintr-un motiv necunoscut, o concentrație atât de mare este necesară pentru ca proteinele să arate capacitatea de a găsi locuri de legare pe ADN Diferite procese care implică ADN-ul, cum ar fi replicarea și transcripția, trebuie efectuate într-un spațiu foarte limitat Organizarea materialului nuclear trebuie să corespundă trecerilor de la starea inactivă la cea activă a cromatinei orez / ilustrează diferențele puternice de mărime a genomului și de conținut de ADN al cromozomilor unor organisme Lungimea unei molecule de ADN liniar depășește semnificativ dimensiunea regiunii în care se află O structură compactă se formează ca urmare a legării ADN-ului de proteinele de bază Grupurile de proteine încărcate pozitiv neutralizează grupările încărcate negativ din ADN Organizarea complexului nucleoproteic este determinată de interacțiunea proteinelor cu ADN-ul, având ca rezultat formarea unei structuri strâns înfăşurate Astfel, spre deosebire de imaginea comună a ADN-ului ca o dublă helix extinsă, acesta este de obicei supus deformațiilor structurale de îndoire sau răsucire, rezultând o structură mai compactă Cea mai mare parte a cromatinei are o structură destul de liberă; se numește eucromatină și conține gene active Secțiuni separate de cromatină sunt împachetate mai dens; ele corespund heterocromatinei inactive genetic Care este structura generală a cromatinei și care sunt diferențele dintre secvențele active și inactive? Densitatea mare de împachetare a materialului genetic sugerează că ADN-ul nu poate fi ambalat direct în structura finală a cromatinei Trebuie să existe o anumită ierarhie a organizării sale spațiale Problema principală este specificul ambalajului Răsucirea ADN-ului urmează un anumit principiu general sau procedează diferit în fiecare copie individuală a genomului? Cum se schimbă tipul de ambalare în timpul replicării sau transcripției unui segment de ADN? Unitatea structurală de bază a cromatinei este aceeași în toate celulele eucariote Nucleozomul conține aproximativ bp de ADN și este un octamer sub formă de mărgele de proteine bazice mici Aceste proteine sunt histone Ele formează miezul interior al particulei, iar ADN-ul se află pe suprafața sa În nucleul de interfază și în cromozomii mitotici, nucleozomii sunt o componentă constantă a eu- și heterocromatinei Nucleozomii asigură nivelul inițial de organizare a cromatinei Ele asigură ambalarea moleculei de ADN Genomul organismului (mbaza) Cromozomi haploizi ■ Lungimea cromozomilor (bazele ADN) Numărul total de gene E coli , , , S cerevisioe , ( , )- , , D melcinogaster ( , )- Orez - Mouse - Persoana - III Numărul de cromozomi din genomul haploid și dimensiunile acestora variază semnificativ CAPITOLUL Cromatina și cromozomii nm într-o structură cu un diametru de nm Componentele nucleozomilor și structura lor sunt bine studiate O secvență de nucleozomi aranjați într-o manieră liniară formează o "catenă de nucleozom de nm" Următorul nivel de organizare este răsucirea secvenței nucleozomilor în bobine elicoidale Aceasta creează o fibrilă cu un diametru de aproximativ nm; este prezent în cromatina de interfază şi în cromozomii mitotici (Fig ) Ca urmare, densitatea de ambalare crește de - ori pe unitate lungime Ambalarea într-o astfel de structură necesită participarea unor proteine suplimentare și nu a fost suficient studiată Densitatea finală este atinsă la al treilea nivel de organizare, care include ambalarea fibrilei de nm în sine Acest nivel duce la o creștere de de ori a densității de împachetare în eucromatină, comparativ cu împachetarea într-o fibrilă de nm Eucromatina este împachetată periodic în cromozomi mitotici, în timp ce densitatea de împachetare crește de - ori De obicei, densitatea de împachetare a heterocromatinei este aceeași ca la cromozomii mitotici Cromatina conține aproximativ de două ori mai multe proteine decât ADN-ul Aproximativ jumătate din cantitatea totală de proteine este concentrată în nucleozomi Cantitatea de ARN este mai mică de % din conținutul de ADN Majoritatea ARN-ului este reprezentată de transcrieri nou formate încă asociate cu ADN-ul șablon Modificările în structura cromatinei sunt furnizate de legarea unor proteine suplimentare sau modificări la proteinele existente Replicarea și transcripția necesită desfășurarea ADN-ului, și astfel trebuie să implice dezambalarea structurii care permite enzimelor respective să lucreze asupra ADN-ului Acest lucru este probabil însoțit de schimbări la toate nivelurile organizației Toate proteinele cromatinei, cu excepția histonelor, sunt proteine nonhistone În comparație cu histonele, în diferite țesuturi și organisme, aceste proteine se caracterizează printr-o compoziție mai diversă, iar cromatina lor conține mai puțin decât histone De asemenea, formează un grup mai mare, astfel încât orice proteină individuală non-histone este prezentă în cantități mult mai mici decât orice histonă Cromatina este subdivizată pentru eucromatină și heterocromatină Puncte cheie Cromozomii individuali pot fi văzuți numai în timpul mitozei În interfaza, cea mai mare parte a cromatinei este sub formă de eucromatine, care este mai puțin dens în comparație cu cromozomii mitotici În interfază, regiunile heterocromatice rămân strâns împachetate Fiecare cromozom conține o catenă dublă foarte lungă de ADN, care este răsucită într-o fibrilă care se află în tot cromozomul Astfel, atunci când dezvoltăm un model al structurii cromatinei de interfază și a cromozomilor mitotici, trebuie să asigurăm ambalarea unei molecule de ADN extrem de lungi într-o formă care să permită transcripția și replicarea și care poate schimba periodic gradul de ambalare a acesteia În celulele eucariote, cromozomii individuali sunt vizibili numai în momentul diviziunii, când fiecare dintre ei este clar vizibil Pe fig Figura prezintă o fotografie a unei perechi de cromatide surori în metafază, făcută cu un microscop electronic (Cromatidele surori sunt cromozomi fiice formați în timpul replicării, dar încă asociați unul cu celălalt în acest stadiu al mitozei ) Fiecare cromatidă constă dintr-o fibrilă asemănătoare mozaicului cu un diametru de aproximativ nm Densitatea de împachetare a ADN-ului într-un cromozom este de - ori mai mare decât densitatea sa de împachetare în cromatina de interfază OREZ O pereche de cromatide surori aflate în mitoză, fiecare conținând o fibrilă ( nm în diametru) compactată într-un cromozom Fotografie prin amabilitatea lui Daniel L Hartl, Universitatea Harvard Cromatina este împărțită în eucromatină și heterocromatică Cu toate acestea, în cea mai mare parte a ciclului celular eucariote, materialul său genetic ocupă un spațiu în nucleu în care cromozomii individuali nu pot fi distinși Fibrila de nm, care formează baza cromatinei, este organizată în același mod ca și cromozomul mitotic sau este aproape de acesta ca structură Cromatina are două tipuri de structură, fiecare dintre acestea putând fi observată pe preparate nucleare (n^ b z): • În majoritatea regiunilor, fibrilele sunt mult mai puțin dens împachetate decât în cromozomii mitotici Aceste regiuni conțin eucromatină Se diferențiază prin împachetare relativ mai puțin densă și ocupă cea mai mare parte a miezului (Fig ) • Unele zone care conțin cromatina sunt foarte dens împachetate cu fibrile, care seamănă cu împachetarea cromozomilor mitotici Aceste regiuni conțin heterocromatină De obicei heterocromatina este localizată în regiunea centromerului, dar poate fi localizată și în alte locuri Pe tot parcursul ciclului celular, gradul de condensare al heterocromatinei rămâne practic neschimbat În nucleu, heterocromatina este situată sub formă de ciorchini separate (Fig ), dar mai des regiunile sale se agregează, formând un cromocentru intens colorat (Acest termen se aplică zonelor nucleului care conțin întotdeauna heterocromatină, numită heterocromatină constitutivă Alături de aceasta, există un alt fel de heterocromatină numită heterocromatină facultativă Se caracterizează prin posibilitatea trecerii la starea eucromatinică ) Aceeași fibrilă este localizată în regiunea eu- și heterocromatinei Acest lucru sugerează că cele două tipuri de cromatină reflectă grade diferite de condensare a materialului genetic În același mod, regiunile se caracterizează prin grade diferite de condensare eucromatina in interfaza si mitoza Astfel, materialul genetic este organizat în așa fel încât să asigure existența simultană a unor stări alternative în cromatina și modificări ciclice în ambalarea acesteia între interfază și diviziune În continuare, discutăm despre baza moleculară a unei astfel de organizații Starea structurală a materialului genetic se corelează cu activitatea sa funcțională Heterocromatina constitutivă se caracterizează prin următoarele caracteristici: • Este constant în stare condensată • Conține adesea mai multe repetiții ale micilor regiuni ADN netranscrise • Densitatea genelor în regiunea heterocromatică este mult mai mică decât în eucromatină, iar genele care se translocă în această regiune sau în apropiere sunt adesea inactivate • Aparent, datorită împachetarii sale strânse, heterocromatina se replică mai târziu decât eucromatina și are o frecvență scăzută a recombinărilor genetice Sunt cunoscuți unii markeri moleculari care fac posibilă constatarea modificărilor proprietăților ADN-ului și ale componentelor proteice ale cromatinei (vezi Formarea heterocromatinei depinde de interacțiunea proteinelor cu histonele) Acestea includ o scădere a gradului de acetilare a histonelor, metilarea crescută* a uneia dintre aceste proteine și hipermetilarea resturilor de citozină din ADN (vezi Fig ) Aceste modificări moleculare duc la condensarea cromatinei, care este motivul lipsei sale de activitate metabolică Deși genele active sunt localizate în eucromatină, doar un număr mic de secvențe ADN sunt transcrise la un moment dat Astfel, localizarea unei gene în eucromatină este o condiție necesară dar nu suficientă pentru exprimarea acesteia Secțiunea unei celule în regiunea nucleului celular, colorată conform Felgen Sunt vizibile zone de heterocromatină compactă, situate în principal în regiunea nucleolilor și a anvelopei nucleare Fotografie prin amabilitatea lui Edmond Puvion, Centrul Național pentru Cercetare Științifică Cromozomii au benzi caracteristice Puncte cheie • La utilizarea unor tehnici de colorare, pe cromozomi pot fi observate o serie de benzi numite benzi G • Comparativ cu golurile, benzile intens colorate se caracterizează printr-un conținut scăzut de perechi HC • Genele sunt predominant localizate în goluri bogate în perechi GC Datorită naturii difuze a stării cromatinei, nu putem evalua în mod direct specificul organizării acesteia Cu toate acestea, ne putem întreba, este structura ordonată a cromozomului (mitotic)? Se găsesc întotdeauna secvențe specifice de ADN CAPITOLUL Cromatina şi cromozomii Benzile G formează o striare transversală caracteristică fiecărui cromozom Fotografie prin amabilitatea Lisei Schaeffer, Universitatea din Washington, Spokane h unsprezece Grup p p p p p pII pil CENTROMERA ql ql q q q q q q Q q Sunt situate în locurile potrivite sau plierea fibrilei într-o anumită structură are loc în mare măsură întâmplător? Fiecare componentă a cromozomului are propria sa ultrastructură reproductibilă După o anumită prelucrare a cromozomilor și colorarea ulterioară cu colorație Giemsa, pe aceștia se găsesc o serie de benzi G Ca exemplu, este prezentat setul de cromozomi umani Înainte de dezvoltarea unor tehnici speciale de colorare, cromozomii puteau fi distinși doar prin dimensiune și prin poziția relativă a centromerului Prezența benzilor G face posibilă identificarea fiecărui cromozom prin aranjamentul lor caracteristic Acest lucru a făcut posibilă identificarea translocațiilor între cromozomi prin compararea acestora cu setul diploid original Pe fig este o reprezentare schematică a distribuției benzilor pe cromozomul X uman Benzile sunt întinderi mari de ADN (aproximativ bp) care includ multe sute de gene Tehnica de detectare a bandării cromozomilor a devenit larg răspândită în scopuri practice, dar rămâne necunoscut ce cauzează modelul observat de colorare S-a stabilit ferm că, fără prelucrarea prealabilă a cromozomilor, aceștia se colorează mai mult sau mai puțin uniform Astfel, formarea benzilor depinde de natura pretratamentului, care modifică colorarea cromozomului (aparent, în timpul pretratării, componentele care leagă colorantul sunt îndepărtate din zonele nepătate) Cu toate acestea, cu pretratare diferită a cromozomilor, se poate obține aceeași distribuție a benzilor - Dungile de pe cromozomul X uman corespund regiunilor individuale Brațul scurt este notat cu p, iar brațul lung cu q; fiecare umăr este subdivizat în zone mari, iar acesta din urmă în altele mai mici Această hartă a unui cromozom arată structura sa la rezoluție scăzută; la rezoluție mai mare, unele benzi sunt mai departe subdivizate în benzi mai mici și goluri; de exemplu, p , subdivizat în p , p și p g este Pe perioade scurte de ADN, există variații semnificative în conținutul elementelor GC Fiecare coloană reprezintă reprezentarea în ADN a fragmentelor de kb lungime, (în%) cu un anumit conținut de elemente GC b Cromozomii au o bandă caracteristică Singura diferență dintre regiunile de bandă și de gol este că, în comparație cu regiunile de gol, regiunile de bandă sunt caracterizate printr-un conținut mai scăzut de perechi Δ Dacă un cromozom mare, de aproximativ Mb în dimensiune, conține aproximativ benzi, atunci aceasta înseamnă că este împărțit în regiuni, de aproximativ Mb fiecare, cu un conținut scăzut (bandă) și mare (decalaj) de perechi GC Folosind metoda de hibridizare cu ARNm, s-a constatat că genele sunt predominant localizate în goluri Toate aceste date indică existența organizării cromozomilor, care depinde de structura primară a ADN-ului și este de natură îndepărtată Rezultatele obținute din secvențierea genomului uman confirmă principalele observații, Fig b ilustrează că atunci când genomul este împărțit în părți mici, există fluctuații distincte în conținutul perechilor h În medie, genomul unei celule tipice de mamifer conține % din perechile H Există zone cu un conținut minim ( %) și maxim ( %) Dacă examinați fragmente mai mari, atunci se observă variații mai mici Dimensiunea medie a fragmentelor care conțin mai mult de % perechi SH este de - kb Acest lucru ne permite să concluzionam că structura bandă/gap nu este reprezentată de regiuni omogene cu conținut diferit de perechi II, deși benzile conțin mai multe fragmente cu un conținut scăzut al acestora Genele sunt localizate predominant în zone cu un conținut ridicat de perechi SH Încă nu se știe ce relație are acest indicator cu structura cromozomilor În molecula de ADN eucariot, există bucle și domenii prin care este atașat de structurile de susținere - Bazele În cromatina de interfază, ADN-ul este supraînrulat negativ și formează domenii independente de aproximativ kb Cromozomii de metafază au o structură proteică de susținere, de care sunt atașate bucle de ADN supraînvățat Banda caracteristică a structurii fiecărui cromozom este cauzată de răsucirea fibrilei dezoxiribonucleoproteinei Cu participarea matricei proteice, fibrila formează structuri asemănătoare buclei Nucleoidul bacterian este, de asemenea, organizat în bucle, dar baza moleculară a acestei organizări este diferită Acest lucru este dezvăluit atunci când se studiază proprietățile materialului cromozomial, care este eliberat în timpul lizei ușoare a celulelor bacteriene și eucariote Când celulele E coli sunt lizate, fibrilele sunt eliberate sub formă de bucle asociate cu fragmente ale peretelui celular După cum se poate observa din fig , ADN-ul din aceste bucle nu este sub formă de structuri dublu catenare extinse, ci este asociat cu proteine în formațiuni compacte Nucleoidul poate fi izolat ca un complex cu sedimentare rapidă care conține aproximativ % ADN în greutate O trăsătură caracteristică a ADN-ului unui nucleoid bacterian izolat este că prezintă proprietățile unui duplex închis Acest lucru este dovedit de atitudinea ei față de bromura de etidio Molecule mici ale acestui colorant se intercalează între perechile de baze și generează superbobine pozitive în molecule de ADN circulare "închise" Într-o astfel de moleculă, integritatea ambelor catene de ADN nu este încălcată (Într-o moleculă circulară (inel) "deschisă" care conține o rupere a unuia dintre lanțuri, sau în cazul moleculelor liniare, ADN-ul se rotește liber în timpul intercalării, eliberând astfel stresul ) În timpul izolării pot apărea rupturi în structura compactă a nucleoidului; ele se formează și în timpul procesării sale limitate de către DNază Cu toate acestea, acest lucru nu afectează capacitatea bromurii de etidio de a genera superbobine pozitive în ADN Capacitatea genomului de a reacționa cu bromura de etidio în prezența golurilor OREZ În timpul lizei celulelor E coli, nucleoidul este eliberat sub formă de fibrile colectate în bucle Fotografie prin amabilitatea lui Jack Griffith, Universitatea din Carolina de Nord, Chapel Hill CAPITOLUL Cromatina şi cromozomii în ADN, indică existența multor domenii cromozomiale independente; gradul de superbobinaj din fiecare domeniu nu depinde de starea superbobinelor din domeniile vecine Fiecare domeniu este format dintr-o catenă de ADN, ale cărei capete sunt oarecum (necunoscute) fixe, împiedicând propagarea forței de rotație în alte domenii Într-o celulă în care ADN-ul închis covalent este superpirilizat negativ, intercalarea bromurii de etidio îndepărtează mai întâi superbobinele negative și apoi se formează cele pozitive Cantitatea de intercalator necesară pentru relaxarea completă a superbobinelor depinde de densitatea inițială a superbobinelor negative Se credea anterior că fiecare domeniu conținea aproximativ kb de ADN, totuși, conform datelor recente, dimensiunea fiecărui domeniu poate fi mai mică, la aproximativ kb Aceasta înseamnă că genomul E coli conține aproximativ de domenii Aparent, capetele domeniilor nu sunt fixate în anumite locuri ale cromozomului, ci sunt localizate aleatoriu Aceleași domenii separate sunt caracteristice cromozomilor eucarioți Prin lizarea nucleelor de pe suprafața gradientului de zaharoză, genomul poate fi obținut sub forma unei structuri compacte Deci, din nucleele celulelor D melanogaster, b Un cromozom fără histonă constă dintr-o schelă proteică de care sunt atașate bucle de ADN Fotografie prin amabilitatea lui Ulrich C Laemmli, Universitatea din Geneva, Elveția pot fi izolate structuri formate din fibrile dens împachetate (aproximativ nm în diametru) care conțin ADN complexat cu proteine Densitatea superbobinei, măsurată prin titrare cu bromură de etidio, corespunde aproximativ unei supercoilări negative la bp La tratarea cu DNază, aceste superbobine sunt îndepărtate, dar structura fibrilei de nm rămâne Acest lucru sugerează că superbobina este o formă de organizare spațială a fibrilei, iar formarea ei se datorează apariției unei forțe de torsiune Relaxarea completă a superbobinei necesită o pauză la kb, care corespunde lungimii medii a ADN-ului "închis" Această regiune poate fi o buclă sau un domeniu similar cu cele găsite în genomul bacterian După extragerea majorității proteinelor din cromozomii mitotici, aceste bucle devin vizibile Ele sunt alcătuite din ADN care conține aproximativ % din cantitatea inițială de proteine După cum rezultă din Fig , cromozomii parțial lipsiți de proteine arată ca niște structuri care conțin un cadru în interior și sunt înconjurate de un halou de ADN Cadrul cromozomului metafază este o rețea densă de fibrile Din ea, sub formă de bucle de lungime medie, - microni ( - kb), se răspândesc firele de ADN Acest ADN poate fi îndepărtat prin procesare enzimatică fără a perturba integritatea schelei, care conține un set de proteine specifice Astfel, se poate presupune că ADN-ul este organizat sub formă de bucle de aproximativ kb în dimensiune, care sunt atașate cadrului proteic central În exterior, cadrul seamănă cu o pereche mitotică de cromatide surori De obicei, schelele surori sunt strâns adiacente unele cu altele, dar uneori sunt situate separat, conectându-se între ele doar prin câteva fibrile Ar putea reprezenta structuri responsabile de menținerea formei cromozomilor mitotici? Se formează o schelă prin combinarea acelor proteine care fixează de obicei bazele buclelor din cromaina de interfază? ADN-ul este atașat de matricea interfazelor prin secvențe specifice I Dispoziţii de bază ADN-ul este atașat de matricea nucleară prin secvențe specifice numite secvențe MAR sau SAR Secvențele MAR sunt îmbogățite în blocuri AT, dar lipsesc secvențe consens specifice Este ADN-ul atașat la o schelă proteică prin secvențe specifice? Siturile ADN atașate structurilor proteice din ADN-ul este atașat la matricea de interfază prin secvențe specifice nucleele terfazice se numesc MAR (regiuni de atașare a matricei); uneori sunt numite și SAR (regiuni de atașare a schelei) La ce structură a nucleului de interfază sunt atașați este necunoscută Adesea, cromatina este asociată cu matricea nucleară și s-au făcut multe sugestii cu privire la necesitatea unei astfel de legături pentru a avea loc transcripție sau replicare Când majoritatea proteinelor sunt îndepărtate din nuclei, ADN-ul rămâne în bucle care ies din structura rămasă care conține proteine Cu toate acestea, încercările de a identifica proteinele găsite în aceste preparate cu elemente structurale în celulele intacte nu au avut succes Regiunile specifice ale ADN-ului se leagă de această matrice? Pe fig prezintă schemele experimentelor ip vivo și in vitro, permițând să se răspundă la această întrebare În ambele cazuri, matricea nucleară este mai întâi izolată sub formă de preparate de nuclee brute care conțin cromatină și proteine nucleare Apoi, folosind diverse abordări metodologice, se caracterizează ADN-ul matricei sau se identifică ADN-ul capabil să se atașeze de aceasta Pentru analiza secvențelor MAR, domeniile de buclă ale cromozomilor sunt decondensate prin extracția proteinelor Se presupune că după tratamentul buclelor de ADN cu enzime de restricție, rămân doar secvențele MAR atașate la matricea ip vivo Ca o abordare suplimentară, tratamentul cu DNază elimină tot ADN-ul din matrice și izolează OREZ Regiunile de ADN asociate cu matricea pot fi identificate prin examinarea ADN-ului asociat cu matricea in vivo sau prin identificarea fragmentelor care sunt capabile să se lege de matrice după ce tot ADN-ul a fost îndepărtat din aceasta fragmentele sale sunt folosite pentru a studia capacitatea lor de a se lega la matrice in vitro In vivo și in vitro, aceleași secvențe trebuie să se lege la matrice Când este identificat un potențial MAR, metoda de ștergere stabilește dimensiunea minimă a secvenței necesară pentru legarea in vitro Proteinele care se leagă de MAR pot fi apoi identificate O caracteristică interesantă a MAR este absența regiunilor secvențe conservate Ele conțin de obicei aproximativ % din blocuri AT, dar nu conțin secvențe consens Cu toate acestea, regiunile MAR conțin adesea, de exemplu, secvențe importante din punct de vedere funcțional precum regulatorii transcripționali z^z/c și un situs de recunoaștere pentru topoizomeraza II Prin urmare, este posibil ca MAR-urile să îndeplinească mai multe funcții, oferind nu numai atașarea ADN-ului la matrice, ci și modificările topologice ale acesteia Ce relație există între schela cromozomală dintr-o celulă în diviziune și matricea unei celule de interfază? Sunt secvențe de ADN identice implicate în atașarea la aceste structuri? În unele cazuri, aceleași fragmente de ADN care se găsesc în matricea nucleară in vivo pot fi izolate din structurile suport metafază La rândul lor, fragmentele care conțin MAR sunt capabile să se lege de structurile proteice metafază Aparent, ADN-ul conține situsuri de legare comune care se leagă de matricea nucleară din celulele de interfază și de scheletul cromozomului din celulele mitotice Matricea nucleară și scheletul cromozomial sunt compuse din proteine diferite, deși au o serie de componente comune Topoizomeraza II este o componentă tipică a coloanei vertebrale a cromozomilor și este prezentă și în matricea nucleară Acest lucru sugerează că caracteristicile topologice ale ADN-ului joacă un rol semnificativ pentru ambele structuri Centromerul joacă un rol important în segregarea cromozomilor Puncte cheie Cromozomul eucariotic este ținut de fusul mitotic prin atașarea microtubulilor de kinetocor, care se formează în regiunea centromerelor Centromerii conțin de obicei cromatină îmbogățită în secvențe de ADN satelit În timpul mitozei, cromatidele surori migrează către polii opuși ai celulei Această mișcare are loc deoarece cromozomii sunt atașați de microtubuli, ale căror capete opuse sunt conectate la poli (Microtubulii sunt structuri cilindrice intracelulare care în timpul mitozei se organizează astfel încât să se conecteze CAPITOLUL Cromatina şi cromozomii Metafaza Anafaza Telofaza Cohesine : Centromer " ■> i ■- ? Microtubuli k Cromozomii migrează spre poli prin intermediul microtubulilor atașați de centromeri Cromatidele surori sunt ținute împreună prin legarea proteinelor (coezine) înainte de anafază Figura prezintă centromerii localizați în centrul cromozomilor (metacentrici), dar pot fi localizați oriunde pe cromozom: aproape de capăt (acrocentric) sau chiar la capăt (telocentric) cromozomii cu polii celulei ) Locurile din cele două regiuni în care sunt organizate capetele microtubulilor - aproape de centriol de la poli și de pe cromozomi - se numesc MTSO (centri de organizare a microtubulilor) orez tjo ilustrează schematic procesul de separare a cromatidelor surori care are loc între metafaza și telofaza mitozei Regiunea cromozomului responsabilă de segregarea acestuia în timpul mitozei și meiozei se numește centromer Prin microtubuli, centromerul fiecărei cromatide surori este atras de poli opuși și trage cromozomul asociat cu acesta Cromozomul oferă un mecanism pentru atașarea unui număr mare de gene la aparatul de diviziune Conține un loc care ține cromatidele surori împreună până la segregarea Ъ Benzile C se formează ca urmare a intensității pro- colorarea centromerilor tuturor cromozomilor Fotografie prin amabilitatea Lisei Schaeffer, Universitatea din Washington, Spokane cromozomi individuali Arată ca o constricție de care sunt atașate toate cele patru brațe ale cromozomilor, așa cum se arată în Fig , care arată cromatide surori în metafază Centromerul este esențial pentru segregarea cromozomilor Acest lucru este confirmat de proprietățile cromozomilor, a căror integritate a fost încălcată Ca urmare a ruperii, un fragment al cromozomului reține centromerul, în timp ce celălalt, numit acentric, nu îl conține Fragmentul acentric nu se poate atașa de fusul mitotic, drept urmare nu intră în nucleul celulei fiice Regiunile cromozomului care flanchează centromerul conțin de obicei ADN bogat în secvențe satelit și o cantitate semnificativă de heterocromatină Deoarece întregul cromozom mitotic este condensat, heterocromatina centromerică este invizibilă în el Cu toate acestea, poate fi vizualizat folosind o tehnică de colorare care dezvăluie benzi C Pe fig l i în zona tuturor centromerilor există o regiune de culoare închisă Acest model este observat cel mai adesea, deși heterocromatina poate să nu fie găsită în regiunea fiecărui centromer Acest lucru sugerează că heterocromatina centromerică, aparent, nu este o componentă necesară a mecanismului de divizare Zona de formare a centromerului într-un cromozom este determinată de structura primară a ADN-ului (deși secvența specifică este cunoscută doar pentru un număr mic de cromozomi) ADN-ul centromer leagă anumite proteine care formează structura care permite cromozomilor să se atașeze de microtubuli Această structură se numește cinetocor Este o structură fibrilă colorată cu un diametru sau lungime de aproximativ nm Kinetocorul asigură crearea COMT pe cromozom Pe fig prezintă organizarea ierarhică a legării ADN-ului centromer de microtubuli Proteinele asociate cu ADN-ul centromerului sunt asociate cu alte proteine, care sunt la rândul lor asociate cu microtubuli (vezi Complexul proteic Centromer Associates) Centromerul joacă un rol semnificativ în segregarea cromozomilor Proteine care se leagă [ J Proteine care se leagă de centromerul microtubulilor eu % A+T Căutarea omologiei între elementele CEN de drojdie au identificat trei secvențe conservate CAPITOLUL Cromatina şi cromozomii • Secvența CDE-III, lungă de pb, care este foarte conservată și se găsește la marginea dreaptă a tuturor centromerilor Secvențele situate pe părțile laterale ale acestui fragment sunt mai puțin conservate și pot fi, de asemenea, necesare pentru funcționarea centromerului Mutațiile în CDE-I și CDE-II duc la pierderea parțială a funcției centromerului, dar mutațiile punctuale din regiunea CCG centrală a secvenței CDE-III privează complet centromerul de funcția sa Centromerul leagă complexul proteic Puncte cheie În loc de cromatina obișnuită, un complex proteic special este asociat cu secvența CDE-II Centromerul necesită un complex de proteine numit CBF care se leagă de CDE-III Proteinele care leagă aceste două complexe pot asigura atașarea centromerului la microtubuli Este posibil să se identifice proteinele necesare pentru funcționarea secvențelor C£ V? Sunt cunoscute mai multe gene ale căror mutații afectează segregarea cromozomilor și ale căror produse sunt localizate la centromeri Figura tj arată participarea acestor proteine la formarea structurii centromerului Când secvența CDE-II se leagă de o proteină numită Cse p, se formează o structură cromatinei specială care seamănă cu una dintre histone, care este unitatea sa structurală principală (vezi Formarea heterocromatinei depinde de interacțiunea proteinelor cu histonele) Acest complex poate include sau atașa de asemenea o proteină Și c ADN-ul L i-, inclusiv secvența CDE-II, este înfășurat în jurul unui complex proteic constând din Cse p, CDE-III este asociat cu CBF și CDE-I cu CBF Aceste proteine sunt legate printr-un grup format din Ctfl , Mcp și Okpl Mif p În cromozomii celulelor eucariotelor superioare, proteinele Cse p și Mif p corespund analogilor, CENP-A și CENP-C Acest lucru sugerează că interacțiunea secvenței cu proteinele poate reprezenta un principiu general de organizare a structurii centromerului Cu această interacțiune, ADN-ul localizat în regiunea CDE-II se răsucește în jurul agregatului proteic; acest lucru pare a fi facilitat de existența unei îndoieli în secvența CDE-II Secvența CDE-I este asociată cu homodimerul CBF- : această interacțiune probabil nu afectează funcțiile centromerului, dar în absența acestuia, acuratețea segregării cromozomilor scade de aproximativ ori Complexul CBF , constând din patru proteine și având o masă de kDa, se leagă de secvența CDE-III Această interacțiune este necesară pentru funcționarea centromerului Proteinele asociate cu CDEI și CDE III se leagă, de asemenea, între ele și la proteinele atașate la secvența CDE II de către un alt grup de proteine (Ctf , Mcm , Okpl) Posibil, legarea de microtubuli are loc cu participarea acestui complex Conform modelului universal, complexul este localizat la centromer cu ajutorul unei structuri proteice care seamănă cu unitatea structurală a cromatinei (nucleozomul) Datorită îndoirii ADN-ului inclus în această structură, proteinele asociate cu elementele de flancare fac parte dintr-un singur complex Unele componente ale complexului (aparent nu sunt direct asociate cu ADN-ul) sunt implicate în legarea centromerului de microtubuli Probabil, în majoritatea organismelor, structura kinetocorului este aceeași și constă din componente similare ca compoziție Regiunea centromeră poate conține secvențe ADN repetitive Puncte cheie ADN-ul centromer al cromozomilor eucarioți superiori conține multe repetări Funcția repetărilor în ADN este necunoscută Lungimea ADN-ului, care asigură funcționarea centromerului, atinge adesea o valoare semnificativă (Elementele scurte individuale ale cerevisiae reprezintă o excepție de la regula generală ) În cazurile în care este posibil să se stabilească că o secvență de ADN aparține regiunii centromerului, aceasta conține de obicei repetări Acestea din urmă sunt secvențe relativ scurte aranjate în tandem și repetate de multe ori Aceste secvențe nu au o funcție de codificare cerevisiae sunt până acum singurul exemplu de organism care ne permite să identificăm Regiunea centromeră poate conține secvențe ADN repetitive ADN-ul centromer prin capacitatea sa de a induce rezistența la plasmide O abordare similară a fost utilizată pentru drojdia pombe Această specie conține doar trei cromozomi și pentru a identifica regiunea care conține centromerul, cea mai mare parte a secvenței ADN din fiecare cromozom a fost îndepărtată Acest lucru a dus la un mini-cromozom stabil Abordarea utilizată a făcut posibilă localizarea centromerului într-o regiune de - kb în dimensiune, constând exclusiv sau în principal din segmente repetitive de ADN Nu se știe încă cât de mult din această regiune destul de extinsă este necesară pentru segregarea cromozomilor în mitoză și meioză Încercările de a localiza centromerii în cromozomii Drosophila au arătat că aceștia sunt distribuiti pe o suprafață mare de - kb O astfel de dimensiune a regiunii centromerice sugerează că, în acest caz, centromerii îndeplinesc mai multe funcții specializate independente și includ secvențe necesare pentru asamblarea kinetocorului, împerecherea cromatidelor surori etc RArabidopsis, regiunile centromerice sunt caracterizate prin dimensiuni similare Fiecare dintre cei cinci cromozomi conține o regiune centromeră, posibilitatea recombinării în care este sever limitată Această zonă este mai mare de kb Evident, include centromerul, dar nu știm ce parte ocupă Genele exprimate sunt, de asemenea, localizate în această regiune, ceea ce ridică unele îndoieli cu privire la faptul că aparține în întregime centromerului În centrul acestei zone, există o serie de repetări de bp, care este de obicei un semn de centromer Este încă prematur să vorbim despre legătura acestor structuri cu funcția centromerului Componenta principală a heterocromatinei centromerului este ADN-ul satelit, care constă din repetări de bp aranjate în tandem Există o variație semnificativă între repetările individuale, deși repetările centromerice sunt mai apropiate ca structură una de cealaltă decât cele situate în altă parte a ADN-ului Evident, secvențele necesare funcționării centromerului sunt situate în blocurile ADN-ului cx-satelit, totuși, nu este clar dacă aceste funcții sunt asigurate de secvențele cx-satelit în sine sau de alte secvențe situate printre acestea Știm că telomerul trebuie să aibă o structură specială, deoarece capetele cromozomului format în urma spargerii sunt "lipicioase" și pot fi reunite cu alți cromozomi, în timp ce capetele naturale ale cromozomilor sunt stabile Atunci când se identifică o secvență telomerică, trebuie luate în considerare două criterii: • Secvența trebuie să fie situată la capătul cromozomului • Ar trebui să ofere stabilitate moleculei de ADN liniar O abordare metodică care a permis selecția secvențelor de ADN în funcție de criterii funcționale a fost dezvoltată din nou folosind drojdie Toate plasmidele care pot exista în celulele de drojdie (și care posedă elemente ARS și Cp V) sunt molecule circulare de ADN Plasmidele liniare sunt instabile și se degradează Telomerii pot fi selectați ca secvențe capabile să confere stabilitate plasmidei În acest fel, pot fi identificate fragmente de ADN de drojdie situate la capetele cromozomilor În mod similar, stabilitatea formelor liniare ale plasmidelor de drojdie este asigurată de regiunile terminale ale moleculelor de ADN liniar natural, ADNr-ul extracromozomial al Tetrabymena Secvențe telomerice au fost găsite în cromozomii unei varietăți mari de eucariote superioare și inferioare Pentru cromozomii celulelor vegetale și umane, s-a găsit același tip de secvență Acest lucru indică faptul că organizarea structurală a telomerului se bazează pe un principiu general Fiecare telomer constă dintr-o întindere extinsă de secvențe scurte dispuse în tandem În funcție de organism, poate conține - de repetări Toate secvențele telomerice pot fi reprezentate ca formula generală Cn(A/T)W, unde n > și m = - În fig, este prezentat un exemplu tipic O proprietate neobișnuită a secvenței telomerice este continuarea lanțului GT sub forma unui singur, lung de - baze Aparent, capătul G al imaginii Telomerii se replic conform unui mecanism special Puncte cheie SSSSAA GGGGTT GGGGTT SSSSAA GGGGTT SSSSAA GGGGTT * GGGGTT GGGGTT ' Telomerele sunt necesare pentru a stabiliza capetele cromozomului Telomerul este format din repetări simple, al cărui lanț îmbogățit cu C+A este caracterizat de secvența O altă trăsătură caracteristică a structurii tuturor cromozomilor este telomerul, care le "închide" capetele FIG b" - Un telomer tipic este caracterizat printr-o structură simplă care se repetă, al cărei lanț bogat în GT se extinde dincolo de lanțul bogat în CA Regiunea terminală bogată în G este formată prin degradarea limitată a lanțului bogat în CA CAPITOLUL Cromatina și cromozomii Mutațiile telomerazei determină scurtarea telomerilor după fiecare ciclu de diviziune Pierderea completă a telomerilor cauzează rupturi și rearanjamente ale cromozomilor se datorează degradării limitate specifice a lanțului bogat în CA Regiunea telomerică se reproduce conform unui mecanism specific Enzima telomeraza este o ribonucleoproteină care conține un ARN mesager cu aceeași secvență ca și în lanțul bogat în CA ARN-ul se atașează la telomer, formând un primer, din care începe creșterea lanțului cu participarea transcriptazei inverse, care face parte din complexul telomerazei Procesivitatea enzimei și numărul de repetări adăugate sunt controlate de alte proteine ale complexului Deoarece replicarea ADN-ului nu poate începe chiar de la capătul unei molecule liniare, numărul de repetări în telomer scade în timpul replicării cromozomilor Acest lucru poate fi demonstrat prin blocarea activității telomerazei După cum rezultă din d și c dacă, o mutație a genei telomerazei duce la o scurtare a regiunilor telomerice cu fiecare diviziune celulară, fig arată că lungimea telomerilor scade de la bp la zero peste de generații de celule Capacitatea telomerazei de a adăuga repetă la telomer în timpul sintezei de novo compensează pierderea acestora din cauza imposibilității replicării până la sfârșitul cromozomului Alungirea și scurtarea telomerilor sunt în echilibru dinamic Dacă aceste secțiuni se prelungesc (și se scurtează) în mod constant, atunci secvența lor primară nu contează Tot ceea ce este necesar este ca sfârșitul secvenței să fie recunoscut ca un substrat adecvat pentru extensia telomerilor Activitatea telomerazei este prezentă în toate celulele în diviziune, iar enzima nu se găsește de obicei în celulele diferențiate terminal, adică în celulele care nu se divizează OREZ La tulpina de drojdie sălbatică, lungimea telomerilor este de aproximativ bp; cu toate acestea, în gena mutantă trtl care codifică componenta ARN telomerazei, lungimea acestuia scade rapid la zero Fotografie reprodusă cu permisiunea T R Cehă de la Nakamura, T M , et al Știință : (r) AAAS Telomerii se replic conform unui mecanism special Telomerii completează capetele cromozomilor Puncte cheie • Proteina TRF catalizează reacția în care capătul ' al lanțului G+T formează o buclă, mutându-și omologul în porțiunea din amonte a telomerului Împreună cu participarea telomerilor la replicarea capetelor ADN-ului liniar, ei stabilizează și capetele cromozomilor Telomerii izolați nu se comportă ca ADN-ul monocatenar Au o mobilitate aberantă se formează o buclă la capătul ADN-ului cromozomului Prin amabilitatea lui Jack Griffith, Universitatea din Carolina de Nord, Chapel Hill Capătul '-monocatenar al telomerului (TTAGGG) mută repetițiile omoloage ale ADN-ului duplex, formând o buclă t Reacția este catalizată de TRF performanța electroforezei și alte proprietăți caracteristice arată că pe telomer se formează o buclă de ADN Absența capetelor libere poate fi o caracteristică critică care asigură stabilizarea capătului cromozomului În celulele animale, lungimea medie a buclei este de - kb După cum rezultă din -, are loc formarea unei bucle asta, atunci când capătul ' al unui singur lanț de telomere (TTATT)n mută aceeași secvență la locul din amonte În acest caz, regiunea duplex este transformată într-o structură în care, datorită deplasării unei serii de repetări TTAGGG, se formează o regiune monocatenară și coada telomerului se face perechi cu lanțul omolog Reacția este catalizată de proteina TRF , care se leagă de telomer Împreună cu alte proteine, formează un complex care stabilizează capetele cromozomului Rolul important pe care îl joacă această proteină în protejarea capetelor sale este susținut de faptul că inactivarea enzimei TRF duce la rearanjarea cromozomilor Cromozomi de perie de lampa despiralizați Puncte cheie • Locurile de expresie genetică ale cromozomilor perie lampă prezintă bucle care sunt atașate de axele lor Abilitatea de a vizualiza procesul de exprimare a genelor ar fi extrem de utilă pentru observarea structurilor asociate cu transcripția Cu toate acestea, compactarea ADN-ului în cromatină, precum și dificultatea identificării unor gene specifice în compoziția sa, nu permit să se vadă direct transcrierea genelor active individuale Numai în unele cazuri neobișnuite poate fi observat procesul de exprimare a genelor Printre acestea se numără starea de-spiralizată a cromozomilor, care face posibilă distingerea locurilor individuale (sau a grupurilor de loci) În mulți cromozomi, pentru prima dată înainte de meioză, se observă apariția unor structuri specifice situate de-a lungul cromozomului În acest caz, cromozomul seamănă cu un lanț de margele pe un șir Aceste margele sunt granule colorate intens, care se numesc cromomeri Cu toate acestea, numai un număr limitat de gene sunt de obicei exprimate în timpul meiozei și, prin urmare, este inadecvat să se utilizeze astfel de structuri pentru a monitoriza activitatea genelor individuale Cel mai potrivit model este reprezentat de cromozomii perie de lampă, care sunt cel mai bine studiati la unii amfibieni Cromozomii de tip lampbrush se formează în timpul unei meioze neobișnuit de lungi, care poate dura până la câteva luni! În toată această perioadă, cromozomii există într-o formă despiralizată, care poate fi observată la microscop cu lumină CAPITOLUL Cromatina și cromozomii Cromozomii lampbrush sunt un bivalent meiotic în care două perechi de cromatide surori sunt ținute împreună la locurile chiasmei (indicate prin săgeți) Fotografie prin amabilitatea lui Joseph G Goll, Carnegie Institution ne Mai târziu, în meioză, cromozomii revin la starea lor normală compactă Astfel, structura relaxată este o versiune neambalată a structurii cromozomiale normale Cromozomii lampbrush sunt bivalenți meiotici și fiecare constă din două perechi de cromatide surori, ceea ce ilustrează un exemplu de divergență aproape completă a perechilor de cromatide surori, care sunt deținute doar de chiasmate Fiecare pereche de cromatide surori formează o serie de cromomeri elipsoidali, ajungând la - microni în diametru și legați între ele printr-un fir foarte subțire Această catenă continuă constă din două duplexuri surori de ADN și este situată de-a lungul cromozomului, trecând prin cromomeri Lungimea cromozomilor de perie individuală la tritonul Notopbthalmus viridescens este de - µm Mai târziu, în meioză, ele scad la - microni Astfel, cromozomii lampbrush sunt ambalați de aproximativ de ori mai puțin compact Lungimea totală a întregului set de cromozomi perie de lampă este de - mm și conține aproximativ de cromomeri Acești cromozomi și-au primit numele datorită numeroaselor structuri în formă de bucle situate perpendicular pe cromomeri la o anumită distanță unul de celălalt (Seamănă cu perii de curățare a lămpii-sticlă uitate de mult ) Buclele sunt aranjate în perechi, câte o buclă de la fiecare cromatidă soră Ele constituie o continuare a filetului axial Acest lucru sugerează că buclele ies din materialul cromozomial dens ambalat în cromomer Buclele sunt înconjurate de o matrice ribonucleoproteică care conține catene de ARN nou sintetizate În multe cazuri, unitatea de transcripție poate fi determinată de creșterea lungimii RNP care se deplasează de-a lungul buclei Un exemplu în acest sens este prezentat la și p - Astfel, o buclă este o întindere proeminentă transcrisă activ de ADN În unele cazuri, buclele corespund anumitor gene care au fost identificate În aceste cazuri, a fost posibil să se studieze structura genei transcrise și natura produsului acesteia in situ Cromozomii politenici formează benzi de disc Puncte cheie • Cromozomii politenilor dipterelor se caracterizează prin prezența unei serii de benzi-discuri, al căror model poate fi folosit ca hartă citologică Nucleii de interfaza din unele țesuturi ale larvelor de muște diptere conțin cromozomi de multe ori mai mari decât cromozomii normali Acești cromozomi sunt măriți în diametru și lungime Pe fig este prezentat ca exemplu setul de cromozomi de celule ale glandei salivare D melanogaster Astfel de cromozomi se numesc politen -ii O buclă de cromozom perie de lampă înconjurată de o matrice de ribonucleoproteină Fotografie prin amabilitatea lui Oscar Miller c\ Cromozomii politenici ai D melanogaster formează o serie de discuri şi interdiscuri Fotografie prin amabilitatea lui Jose Bonner, Universitatea Indiana Cromozomii politenici formează benzi de disc Fiecare cromozom este format dintr-o serie vizibilă de benzi numite discuri (care sunt mai corect, dar mai rar numite cromomeri) Există aproximativ o diferență de zece ori în dimensiunea discului Cea mai mare lățime este de aproximativ , µm, iar cea mai mică este de , µm (Cele mai mici discuri sunt vizibile doar la microscopul electronic ) Discurile conțin cea mai mare parte a masei ADN și sunt colorate intens cu coloranții corespunzători Zonele dintre discurile individuale sunt colorate mai deschise; se numesc interdiscuri Setul de cromozomi D melanogaster conține aproximativ de discuri Centromerii tuturor celor patru cromozomi ai D melanogaster se agregează pentru a forma un cromocentru, care este compus în mare parte din heterocromatină (și la bărbați include întregul cromozom Y) Ținând cont de acest lucru, se poate considera că aproximativ % din setul de ADN haploid este organizat în discuri și interdiscuri Când este întins, acest ADN este o structură liniară, de aproximativ de microni lungime Lungimea întregului set de cromozomi este de aproximativ μm, adică de aproximativ de ori lungimea setului haploid în mitoză Acest lucru arată clar starea întinsă a materialului genetic din cromozomul politen în comparație cu stările sale obișnuite în cromatina de interfază sau în cromozomii mitotici Care este structura acestor cromozomi giganți? Fiecare cromozom se formează ca rezultat al actelor succesive de replicare a unei perechi conjugate de omologi Replicile nu sunt separate, ci rămân atașate unele de altele pe toată lungimea La începutul procesului, fiecare pereche conjugată conține o cantitate de ADN egală cu C (unde C este conținutul de ADN dintr-un cromozom individual) Apoi, numărul de dubleri apare de până la ori; ca urmare, conținutul maxim de ADN poate ajunge la C Numărul de dubleri variază în diferite țesuturi ale larvelor de D melanogaster Fiecare cromozom politen este văzut ca un număr mare de fire paralele, foarte condensate în discuri și mai slabe în interdiscuri Probabil, fiecare astfel de fir este reprezentat de o singură copie (C) a cromozomului haploid De aici provine termenul de "politenie" Gradul de politenie este determinat de numărul de cromozomi haploizi din cromozomul gigant Fiecare linie Drosopbila are propriul set de discuri Constanța numărului și aranjamentului liniar al discurilor a fost observată pentru prima dată în anii , când a devenit clar că discurile formează o hartă citologică a cromozomilor Ca urmare a rearanjarilor - cum ar fi stergeri, inversiuni sau duplicari - are loc o schimbare in ordinea liniara a discurilor Ordinea liniară a discurilor corespunde aranjamentului liniar al genelor Astfel, rearanjamentele genetice, așa cum se vede din harta legăturii, pot fi aduse în conformitate cu rearanjamentele structurale de pe harta citologică În cele din urmă, o anumită mutație poate fi localizată la un anumit celule țintă zdrobite Congelați în gheață carbonică Se spală cu etanol Se scufundă în agar lichid Denaturarea ADN-ului Adăugați o sondă radioactivă Spălați eticheta nelegată Radio-autografie T Zonele umbrite reflectă locația boabelor de argint și corespund locurilor în care a avut loc hibridizarea cu sonda OREZ Discurile individuale care conțin gene specifice pot fi identificate prin hibridizare in situ FIG ^ Mărirea mare arată hibridizare in situ pe discurile A și C cu ADN marcat izolat din celulele șocate termic Fotografie prin amabilitatea lui J Bonner, Universitatea Indiana CAPITOLUL Cromatina și cromozomii disc Deoarece numărul total de gene din D melanogaster depășește numărul de discuri, majoritatea discurilor conțin probabil multe gene Poziția anumitor gene pe harta citologică poate fi determinată direct folosind metoda hibridizării in situ Schema generală a metodei este prezentată pe test radioactiv, reprezentând o anumită genă (cel mai adesea o clonă de ADNc marcată obținută din ARNm), hibridizează in situ cu ADN-ul denaturat al cromozomilor politenici Autoradiografia poate fi utilizată pentru a determina locația uneia sau mai multor gene studiate prin acumularea de boabe de argint în regiunea unuia sau mai multor discuri (vezi, de exemplu, "h) Recent, în loc de sondele diactive au început să folosească fluorescente Folosind această metodă, este posibil să se identifice direct banda în care se află o anumită secvență Cromozomii politenici formează umflături la locurile de exprimare a genelor Puncte cheie • Benzile-discuri ale cromozomilor politenici, care sunt locuri de exprimare a genelor, formează umflături sau "pufături" Puff-urile sunt locuri în care sinteza ARN are loc în prezent Conform punctului de vedere general acceptat, formarea pufurilor este o creștere a dimensiunii unui disc, asociată cu nevoia de relaxare a structurii sale pentru sinteza ARN Prin urmare, formarea pufurilor este considerată o consecință a transcripției O puf poate fi formată atunci când o singură genă activă este exprimată Locul unde se formează puful diferă de cel al unui disc normal prin faptul că conține proteine suplimentare, inclusiv ARN polimeraza II, precum și alte proteine transcripționale Caracteristicile periei de lampă și cromozomii politenilor conduc la concluzia că, pentru ca transcripția să aibă loc, materialul genetic, de obicei împachetat dens, trebuie să se decondenseze Cu toate acestea, încă rămâne întrebarea dacă o astfel de desfășurare locală la nivelul întregului cromozom corespunde evenimentelor care au loc la nivel molecular în masa totală a cromatinei de interfaza obișnuită Ce rol funcțional joacă discurile cromozomilor politenici, cu alte cuvinte, fiecărui disc îi corespunde o anumită unitate genetică? Ar fi de speranță că răspunsul la această întrebare va fi obținut pe baza rezultatelor secvențierii genomului Drosophila, deoarece comparând regiunile interdiscurilor cu locația anumitor secvențe ADN, se poate afla localizarea acestora Cu toate acestea, încă nu a fost obținută o imagine care să ne permită să evaluăm rolul funcțional al discurilor Una dintre cele mai surprinzătoare caracteristici ale cromozomilor politenilor este capacitatea de a observa direct regiunile lor active Unele discuri se umflă uneori, formând umflături sau umflături pe cromozom; în acest caz, are loc proeminența materialului cromozomial din structura axială Un exemplu de pufături foarte mari (numite inele Balbiani) este reprezentat în -w Care este natura pufului? Un puf este o regiune în care firele cromozomiale sunt mai relaxate decât atunci când sunt împachetate într-un disc Aceste fire rămân conectate continuu cu firele situate în partea axială a cromozomului De obicei, pufurile sunt formate din materialul discurilor individuale, deși unele pufuleți deosebit de mari, cum ar fi inelele Balbiani, se umflă atât de mult încât ascund discurile adiacente Dispunerea pufurilor corespunde transcripției genelor În timpul dezvoltării larvelor, pufurile apar și dispar într-o anumită ordine specifică țesutului Fiecare țesătură în orice moment de dezvoltare este caracterizată de o anumită imagine a aranjamentului pufurilor Pufurile sunt induse de hormonul ecdysone care controlează dezvoltarea Drosopbilei, unele pufuleturi sunt induse direct de hormoni, în timp ce altele sunt mediate de produsele din pufurile anterioare OREZ Trei inele Balbiani sunt vizibile pe cromozomul IV din glanda salivară a C tentans Fotografie reprodusă din Cell, vol , Daneholt, B , et al, Transcription in polytene chromosomes, pp - (r) cu permisiunea lui Elsevier Fotografie prin amabilitatea lui B Deinholt, Institutul Medical Nobel Cromozomii politenici formează umflături la locurile de expresie a genelor Unitatea structurală principală a cromatinei este nucleozomul Puncte cheie • Sub acțiunea nucleazei micrococice, nucleozomii individuali sunt eliberați din cromatină, care sunt particule de dimensiunea S • Nucleozomul conține aproximativ bp de ADN, două copii ale fiecăreia dintre moleculele de histonă H A, H B, H și H , precum și o copie a moleculei de histonă H • ADN-ul este înfășurat în jurul suprafeței unui octamer de proteine Cromatina și cromozomii constau dintr-o fibrilă dezoxiribonucleoproteică, care are mai multe niveluri de organizare Structura cromozomilor mitotici cu colorația lor diferențială caracteristică corespunde stării cele mai complexe, complet condensate, a acestei fibrile La toate eucariotele, unitatea structurală de bază a cromatinei este aceeași - este un nucleozom care conține aproximativ bp de ADN și histone Proteinele non-histone participă la răsucirea lanțului de nucleozomi într-o structură de ordin superior Când nucleele de interfază sunt suspendate într-o soluție cu putere ionică scăzută, se umflă și se prăbușesc Aceasta eliberează fibrile de cromatină Pe g b se prezintă un lizat de nuclee care conţin cromatina eliberată din aceştia Regiunile separate constau din fibrile împachetate dens, cu toate acestea, se poate observa că regiunile care conțin cromatina relaxată conțin particule discrete Aceștia sunt nucleozomi În zonele complet despiralizate, nucleozomii individuali sunt interconectați printr-o catenă subțire a unui dublu catenar de ADN Acest lanț dublu continuu trece printr-un grup de particule Nucleozomii individuali pot fi obținuți prin tratarea cromatinei cu una dintre endonucleaze, nucleaza micrococică Se taie firele de ADN dintre nucleozomi Grupurile de nucleozomi sunt eliberate mai întâi, urmate de nucleozomi individuali Nucleozomii izolați arată ca particule compacte (Fig % din ADN-ul cromatinei se găsește sub forma unei scări de bp Astfel, aproape tot ADN-ul este organizat în nucleozomi În nucleu, nucleozomii sunt organizați într-o formă foarte compactă și legați unul de celălalt printr-un lanț de ADN Aparent, ADN-ul liber se formează din cauza pierderii unei anumite cantități de octameri de histonă în timpul procedurii de izolare Lungimea segmentului de ADN per nucleozom diferă oarecum de lungimea "tipică", care este de bp Această valoare pentru fiecare tip de celulă este caracterizată de o valoare medie (± bp) De obicei este de - , dar în cazuri extreme poate ajunge la bp (pentru unele ciuperci) sau bp (pentru spermatozoizii de arici de mare) În țesuturile individuale ale unui organism adult, valoarea medie poate varia În același timp, pentru aceeași celulă, există diferențe între regiunile genomului Ele sunt asociate cu existența repetărilor în tandem, cum ar fi clusterele de gene S ARN măsuri Inițial, enzima formează rupturi în ADN-ul situat între nucleozomi Cu toate acestea, dacă reacția este continuată după ce s-au format monomerii, atunci clivajul captează o parte din ADN-ul nucleozomului însuși Această reacție are loc prin "tăierea" ADN-ului de la capetele nucleozomului După cum se arată în fig , lungimea ADN-ului scade în trepte De exemplu, în nucleele ficatului de șobolan, monomerii nucleozomali conțin inițial un segment de ADN de bp Apoi se găsesc monomeri, în care lungimea ADN-ului este redusă la ~ bp În cele din urmă, lungimea acestor monomeri se scurtează la dimensiunea ADN-ului dintr-o particulă de miez, bp (Această particulă este destul de stabilă, totuși, dacă tratamentul cu enzimă este continuat, se formează o "digerare limitată", care conține fragmente, dintre care cele mai lungi corespund la bp de ADN de bază, iar cea mai scurtă ajunge la bp ) Pe baza acestei analize, ADN-ul nucleozomal poate fi împărțit în două părți: • ADN-ul central are o lungime constantă de bp și este relativ rezistent la scindarea de către nucleaze • ADN-ul linker include restul unității care se repetă Lungimea sa variază de la pb la pb per nucleozom Mărimea bine definită a benzii de ADN care rezultă din etapa inițială de clivaj Lun Nucleozomii au aceeași structură prevederi • În funcție de accesibilitatea pentru nucleaza micrococică, ADN-ul nucleozomului este împărțit în miez și linker • Lungimea nucleului ADN-ului este de bp și este situat pe particulele nucleului, care se formează în timpul digestiei prelungite a cromatinei de către nucleaza micrococică • ADN-ul linker are o lungime de - bp și se caracterizează printr-o sensibilitate crescută la nuclează • Modificările în lungimea totală a ADN-ului nucleozomal sunt determinate de modificările lungimii ADN-ului linker • Histona H este asociată cu ADN-ul linker și este probabil localizată la punctul de intrare și de ieșire al ADN-ului în nucleozom Nucleozomii conțin ADN de lungimi diferite din surse diferite Cu toate acestea, ele au o structură de bază comună Când ADN-ul se leagă de octamerul histonei, se formează o particulă de miez care conține bp de ADN, indiferent de lungimea totală a ADN-ului inclus în nucleozom Variabilitatea lungimii totale a ADN-ului nucleozomal este suprapusă acestei structuri de bază Particula de bază a fost identificată prin acțiunea nucleazei micrococice asupra monozomului nucleozom Timp de digestie ► IC j Nucleaza micrococică reduce discret dimensiunea ADN-ului în monomerii nucleozomi Fotografie prin amabilitatea lui Roger Kornberg, Universitatea Stanford Nucleozomii au aceeași structură OREZ Inițial, nucleaza micrococică formează goluri între nucleozomi De obicei, mononucleozomii conțin - bp de ADN După tăierea capetelor, lungimea ADN-ului se scurtează mai întâi la - bp, apoi se formează particule de miez care conțin bp nuclează, sugerează că zona direct accesibilă pentru acțiunea enzimei este limitată Acesta include doar o parte din fiecare linker (Dacă întreaga porțiune de linker ar fi sensibilă, atunci dimensiunea benzii ar fi în intervalul de la bp la > bp ) Cu toate acestea, odată ce s-a format o rupere în ADN-ul linker, ADN-ul rămas devine sensibil și este scindat destul de repede de către enzima Figura prezintă etapele clivajului ADN-ului nucleozomilor de către nucleaza micrococică Particulele de miez au proprietăți similare cu nucleozomii, dar au dimensiuni mai mici Cu toate acestea, ele sunt similare ca formă cu nucleozomii Acest lucru sugerează că structura de bază a nucleozomului este determinată de interacțiunea dintre ADN și octamerul proteic al particulei de bază Deoarece particulele de miez sunt mai ușor de obținut ca preparate omogene, ele sunt mai frecvent utilizate pentru studii structurale decât nucleozomii (Nucleozomii variază în mărime deoarece este dificil să se obțină un preparat în care capetele ADN-ului să nu fie tăiate ) Care este natura fizică a regiunilor de bază și de legătură? Aceste nume au fost propuse ca nume operative pentru a descrie regiuni de nucleozomi care au sensibilități diferite la tratamentul cu nucleaze și nu sunt legate de structura lor reală Cu toate acestea, cea mai mare parte a ADN-ului de bază este strâns înfășurată în jurul nucleozomului, iar porțiunile terminale ale regiunilor de miez și linker sunt mai relaxate (vezi Structura diferită a ADN-ului pe suprafața nucleozomilor) Existența ADN-ului linker depinde de factori care nu au legătură cu cele patru histone de bază Experimentele de reconstrucție a nucleozomilor in vitro arată că histonele au o capacitate caracteristică de a organiza ADN-ul în particule de miez, dar nu formează nucleozomi cu parametrii lor inerenți Gradul de supraînfăşurare a ADN-ului joacă un rol important Histona H și/sau proteinele non-histone afectează lungimea ADN-ului linker asociat cu octamerii histonelor într-o serie de nucleozomi În ansamblul nucleozomilor din histone și ADN produc "proteine de asamblare" care nu fac parte din structura nucleozomilor (vezi Reproducerea cromatinei necesită asamblarea nucleozomilor) Unde este localizată histona H ? Această histonă se pierde în timpul degradării monomerilor nucleozomi Este încă reținut în monomeri care conțin bp de ADN, dar este întotdeauna absent în bp de particule de miez Aceasta sugerează că H este localizat în regiunea în care ADN-ul linker este direct adiacent vacii Dacă histona H este localizată în regiunea linker, aceasta poate "sigila" ADN-ul din nucleozom prin legarea în punctul în care ADN-ul intră și iese din nucleozom (vezi Figura ) Ideea că histona H este localizată în regiunea internucleozomului este în concordanță cu rezultatele cunoscute de multă vreme privind îndepărtarea rapidă a histonei H din cromatină și "solubilizarea" la fel de rapidă a cromatinei după aceasta De asemenea, după îndepărtarea histonei H , o fibrilă care conține mărgele pe un fir este mai ușor de obținut Structura diferită a ADN-ului pe suprafața nucleozomilor Puncte cheie • , spire de ADN înfășurate în jurul octamerului de histonă • Structura ADN-ului se modifică în așa fel încât partea sa mijlocie să aibă numărul maxim de baze pe tură, iar la capete această valoare este mai mică • La schimbarea de la , bp/turn în ADN în soluție la , pe suprafața nucleozomilor, se pierd aproximativ , superbobine negative, ceea ce explică paradoxul coeficientului de legătură Localizarea ADN-ului pe suprafața nucleozomului explică de ce este susceptibil la acțiunea anumitor nucleaze Mai ales informativ este tratamentul cu nucleaze care acționează asupra unei catene de ADN Aceste nucleaze (de exemplu, ADNza I) formează rupturi într-una dintre catenele de ADN; în timp ce al doilea fir rămâne intact CAPITOLUL Cromatina și cromozomii Decalaj l Etichetă Etichetă la capătul Pauza la capătul I Denaturarea J Fragment marcat electroforeză Fragment etichetat ■••• G ? - Ruperele catenelor de ADN pot fi detectate prin apariția fragmentelor după denaturarea ADN-ului, ducând la formarea formelor monocatenar Dacă ADN-ul conține o etichetă, de exemplu, la capătul ', atunci numai fragmentele ' vor fi vizibile în timpul autoradiografiei Mărimea fragmentului este determinată de distanța de la pauză până la poziția etichetei și de aceea defecte nu apar în structura dublu catenară Cu toate acestea, în timpul denaturarii, fragmentele scurte de ADN sunt eliberate în loc de cele extinse Dacă ADN-ul a fost marcat la capete, atunci fragmentele de capăt pot fi identificate prin autoradiografie (r Când ADN-ul liber este prezent în soluție, este atacat de nucleaze în locații aleatorii ADN-ul, care se află pe nucleozomi, este, de asemenea, expus acțiunii enzimelor, dar rupturile apar la anumite distanțe unele de altele Dacă ADN-ul este marcat, tratat cu nuclează și apoi denaturat și supus electroforezei, atunci se obține o scară similară cu cea prezentată în Fig Distanța dintre treptele acestei scări este de - baze Scurta treaptă se extinde pe toată distanța ocupată de nucleul ADN-ului Pauzele sunt numerotate de la S la S (unde S este la aproximativ baze de la capătul ' etichetat, S este de baze etc ) Nu toate zonele sunt atacate cu aceeași eficiență de către enzimă: unele sunt scindate destul de repede, în timp ce altele sunt greu de spart DNaza I și DNaza II dau aceeași scară, deși intensitatea benzilor este ușor diferită Acest lucru indică faptul că natura degradării ADN-ului este determinată de localizarea situsurilor corespunzătoare, care depinde de organizarea ADN-ului și doar într-o mică măsură de afinitatea enzimei pentru situs Același model de degradare a ADN-ului se găsește la atacul unui radical hidroxil Acest lucru sugerează că este determinat de structura ADN-ului în sine, și nu de compoziția nucleotidelor Absența clivajului la unele locuri este OREZ Studiul fragmentelor de digestie nucleară folosind DNaza I arată că rupturile de ADN din miez se formează la intervale regulate Fotografie prin amabilitatea lui Leonard Lutter, Spitalul Henry Ford Structura diferită a ADN-ului pe suprafața nucleozomilor OREZ, Locurile ADN cele mai sensibile la nuclează sunt situate la intervale care reflectă structura dublei helix (situurile unei singure catene sunt prezentate pentru claritate) Este o consecință a existenței unei anumite structuri a nucleozomului, din cauza căreia unele secțiuni de ADN sunt inaccesibile enzimei Deoarece miezul particulei conține două catene de ADN, ambele capete '- (sau '-) sunt marcate, câte unul în fiecare catenă Astfel, la tratamentul cu nucleaze, se formează fragmente din ambele lanțuri Acest lucru este ilustrat în Fig , unde fiecare fragment marcat provine dintr-o componentă diferită Ca rezultat, într-un astfel de experiment, fiecare bandă marcată este de fapt reprezentată de două fragmente tăiate la aceeași distanță de oricare dintre capete marcate Atunci cum se poate explica preferința discretă pentru anumite site-uri? Se crede că traseul ADN-ului de-a lungul particulei este simetric (în raport cu axa orizontală care trece prin nucleozom, descrisă schematic în Fig ) Astfel, dacă, de exemplu, după tratamentul cu ADNază I, nu se formează un fragment de bp, aceasta ar trebui să însemne că poziția corespunzătoare bazei de la capătul ' al oricărui lanț nu este sensibilă la enzimă Când ADN-ul este imobilizat pe o suprafață plană, locurile sunt tăiate în funcție de o anumită distanță între punctele de clivaj, Fig szz sugerează că periodicitatea de tăiere corespunde periodicității structurale inerente formei B a ADN-ului (structura clasică de tip B dublu catenară propusă de Watson și Crick) Periodicitatea de tăiere (distanța dintre punctele de despicare) corespunde cu adevărat periodicității structurale (numărul de perechi pe tură a dublei helix) Astfel, distanța dintre punctele de clivaj corespunde numărului de perechi de nucleotide pe tură Măsurătorile corespunzătoare arată că valoarea medie a ADN-ului cu formă B dublu catenară este de , pb pe tură Care este natura situsurilor țintă de pe nucleozom? orez j ilustrează datele, conform cărora există - poziții în fiecare loc de tăiere în care poate apărea o tăietură, adică locul de tăiere este determinat cu o precizie de ± bp Cu alte cuvinte, locul de tăiere este un segment scurt în ambele catene, - perechi de baze deschise la acțiunea nucleazei Intensitatea relativă a tăierii indică faptul că unele poziții sunt preferate altora Pe baza imaginii rezultate, puteți calcula punctul de tăiere "mediu" Perechile de situsuri S -S și S -S , situate la capetele ADN-ului, sunt la o distanță de , baze unul de celălalt Siturile S la S , situate în ADN-ul în centrul particulei, sunt separate de , baze (Deoarece analizăm poziția medie, site-urile sunt separate printr-un număr non-întreg de baze ) Variabilitatea frecvenței de tăiere a ADN-ului miezului ( , la capete și , la mijlocul moleculei) înseamnă că există variabilitate în periodicitatea sa structurală ADN-ul situat în mijlocul particulei conține mai mult și situat la capete, mai puține pb pe tură decât ADN-ul în soluție Periodicitatea medie per nucleozom este de numai , bp pe tură, ceea ce este semnificativ mai mic decât , bp pe tură de ADN în soluție Pe baza structurii cristaline a particulei de bază, se poate presupune că ADN-ul este organizat într-o supercoilă plată, care formează , spire în jurul octamerului histonei Pasul superhelixului variază și există o pauză în mijloc Regiunile de îndoire sunt situate simetric și sunt în pozițiile ± și ± Aceasta corespunde situsurilor S și S și S și SI , care sunt cele mai puțin sensibile la DNaza Structura particulei de miez nucleozomal arată modul în care structura ADN-ului este distorsionată Mare S S S S S S S °I , Electroforeza de înaltă rezoluție a arătat că fiecare sit de atac al ADNază I constă din mai multe legături fosfodiester sensibile Aceasta rezultă din figură, care arată fragmente de ADN după tratamentul cu DNază al particulelor de miez cu etichetare la capătul ADN Atacul enzimatic a avut loc la situsurile S și S Fotografie prin amabilitatea lui Leonard Lutter, Spitalul Henry Ford CAPITOLUL Cromatina şi cromozomii o parte a structurii supercoiled cade pe regiunea centrală de bp, care conține , spire supercoiled stânga cu diametrul de Â (doar de ori diametrul duplexului ADN în sine) Secvențele terminale contribuie doar în mică măsură la curbura generală Centralele bp sunt în formă de B, dar sunt semnificativ deformate, ceea ce este necesar pentru formarea unei superbobine Canelura mare este îndoită ușor, dar cea mică este curbată cu îndoituri ascuțite Aceste modificări conformaționale explică de ce miezul ADN-ului nucleozomal nu se leagă de proteinele reglatoare Acestea din urmă se leagă de obicei la regiunile terminale ale ADN-ului de bază sau la o secvență linker ADN-ul este situat pe suprafața nucleozomului în așa fel încât se formează ~ supercoil negativ la îndepărtarea proteinelor care provoacă restricții conformaționale Cu toate acestea, lungimea ADN-ului de pe nucleozom corespunde cu - , supercoil (vezi Fig ) Această discrepanță este uneori denumită paradoxul coeficientului de legătură Discrepanța se explică prin existența unei diferențe între, în medie, , bp pe tură în ADN-ul nucleozomal și , bp pe tură în ADN-ul liber În nucleozom, există / , = , spire la bp Când ADN-ul este eliberat din nucleozom, există / , = , ture ADN-ul mai puțin strâns încolăcit pe nucleozom ocupă - , spire, ceea ce explică diferența dintre numărul real (- , ) și măsurat (- , ) de superbobine De fapt, o parte din tulpina de torsiune din ADN-ul nucleozomal este cheltuită pentru creșterea numărului de bp/turn; doar restul este perceput ca un superhelix Organizarea octamerului histonelor Puncte cheie • Octamerul de histonă constă dintr-un miez care include tetramerul H -H legat la doi dimeri H A-H B • Fiecare histonă este strâns împletită cu partenerii săi • Toate histonele de bază au un motiv structural de pliu histonic • Capătul N-terminal al histonei iese din nucleozom Până acum am luat în considerare structura nucleozomului din punctul de vedere al organizării ADN-ului pe suprafața acestuia Pentru a înțelege organizarea părții proteice a nucleozomului, trebuie să știm cum interacționează histonele între ele și cu ADN-ul Sunt capabili să interacționeze numai în prezența ADN-ului sau pot forma în mod independent octameri? Multe dintre datele privind interacțiunile interhistone provin din studiile capacității acestor proteine de a forma complexe stabile și din experimente privind formarea legăturilor încrucișate de proteine OREZ În modelul simetric al nucleozomului, tetramerul histonului H -H are forma unui nucleu Un dimer H A-H B este vizibil de sus, al doilea este de jos Histonele centrale formează două tipuri de complexe HC și H formează un tetramer (H -H ) Histonele H A și H B formează diferiți complexe, cel mai adesea dimeri (H A-H B) Octamerii de histonă intacți pot fi obținuți fie prin extragerea lor din cromatină, fie prin asocierea unor soluții concentrate de proteine in vitro care conțin multe săruri Octamerul se poate disocia pentru a forma un hexamer și un dimer de histonă H A-H B Aceasta indică existența unui "nucleu" central în nucleozomul care conține tetramerul H -H In vitro, tetramerul este implicat în organizarea ADN-ului în particule care au unele dintre proprietățile crustaceelor Experimentele cu utilizarea agenților de reticulare au arătat ce perechi de histone din nucleozom sunt situate una lângă cealaltă (Dificultatea de a interpreta datele obținute constă în faptul că doar o mică parte din proteine sunt reticulate și, prin urmare, aceste date trebuie extrapolate cu precauție la nucleul nucleozomului in vivo ) Datele obținute au fost utilizate pentru a construi un model de organizarea nucleozomilor Este prezentat schematic în Fig Studiile structurale arată că un octamer de histonă izolat seamănă cu forma unei particule de miez Acest lucru indică faptul că structura generală a particulei este determinată ca urmare a interacțiunilor histonă-histone Locația histonelor individuale în octamer a fost stabilită pe baza capacității lor de a interacționa între ele și a experimentelor cu agenți de reticulare Pe baza analizei structurii cristaline (cu o rezoluție de , Â), a fost propus un model al structurii octamerului histonelor (Fig b > -) Studiul direcției elementelor polipeptidice individuale ale structurii cristaline sugerează că histonele nu sunt organizate ca proteine globulare individuale, ci sunt interconectate cu partenerii lor: H cu H și H A cu H B Deci despre- Organizarea octamerului histonelor ADN-ul înconjoară octamerul histonelor RIi Model spațial al structurii cristaline a octamerului histonei de bază Tetramerul H -H este evidențiat în alb și dimerii H A-H B în albastru Vederea de sus arată doar unul dintre dimerii H A-H B, deoarece al doilea este situat mai jos ADN-ul este evidențiat cu verde Fotografie prin amabilitatea E N Mudrianakis, Universitatea Johns Hopkins În același timp, tetramerii H -H (în alb) și dimerii H A-H B (în albastru) sunt evidențiați separat în model, iar histonele individuale nu sunt afișate Figura de sus în aceeași perspectivă prezintă modelul reprezentat schematic în Fig Tetramerul H -H este diametrul octamerului Are forma unei potcoave Perechea H A-H B este reprezentată de doi dimeri, dar figura arată unul dintre ei Vederea laterală este prezentată din același unghi ca în fig În această imagine, locația tetramerului H -H și a celor doi dimeri H A-H B poate fi văzută clar Proteina formează un fel de bobină, pe suprafața căreia trece ADN-ul supraînrulat, făcând aproape două ture complete în jurul nucleozomului Modelul este caracterizat de o axă de simetrie de ordinul doi situată perpendicular pe planul lateral În Fig b : aranjarea histonelor este prezentată mai detaliat (structura cristalină a fost examinată la o rezoluție de , Â) Figura de sus arată * subunități cu o masă totală de kDa Acest factor intră în regiunea furcii de replicare sub acțiunea PCNA, care este factorul procesiv al ADN polimerazei Aceasta oferă o legătură între replicarea ADN-ului și asamblarea nucleozomilor, asamblarea având loc imediat după ce replicarea este completă CAF- se leagă stoichiometric de HC și H nou sintetizate Acest lucru sugerează că, în timpul asamblarii noilor nucleozomi, se formează mai întâi un tetramer H -H , la care se adaugă apoi dimerii H A-H B Nucleozomii formați in vitro sunt caracterizați printr-o lungime repetată de bp, deși nu au o histonă H Acest lucru sugerează că aranjarea adecvată a nucleozomilor poate fi asigurată fără participarea histonei H În timpul reproducerii cromatinei, are loc replicarea ADN-ului relaxat, deja asociat cu nucleozomi În acest caz, se formează două duplexuri copil Ce se întâmplă în acest moment cu nucleozomii preexistenți? Octamerul histonelor se disociază în proteine libere, care sunt apoi utilizate, sau histonele rămân legate? La această întrebare se poate răspunde prin creșterea celulelor într-un mediu care conține aminoacizi grei (marcați cu deuteriu) și transferul lor într-un mediu cu aminoacizi ușori imediat înainte de replicare Cu utilizarea ulterioară a agenților de reticulare, se poate stabili dacă numai unul sau ambele tipuri de aminoacizi sunt incluse în proteinele octamer Semi Aceste rezultate sugerează că, înainte de replicare, are loc amestecarea histonelor sintetizate înainte de replicare cu histonele sintetizate în timpul replicării Aceasta vorbește în favoarea disocierii și reasocierii cel puțin parțiale a componentelor octamer Procesul de asamblare și dezasamblare a nucleozomilor este dificil de caracterizat în detaliu, dar modelul nostru de lucru este prezentat pe c Furculița de replicare înlocuiește octamerul histonei, care se disociază într-un tetramer H -H și un dimer H A-H B Acești tetrameri și dimeri "vechi" intră în bazinul general, care conține, de asemenea, tetrameri și dimeri "noi" asamblați din histone nou sintetizate Nucleozomii se asamblează aproximativ bp în spatele furcii de replicare Asamblarea începe atunci când tetramerii H -H se leagă de fiecare dintre duplexurile fiice, cu participarea unei proteine CAF- suplimentare Doi dimeri H A-H B se leagă apoi la fiecare tetramer H -H pentru a forma un octamer de histonă complet Asamblarea tetramerilor și dimerilor este aleatoriu în raport cu utilizarea subunităților "vechi" și "noi" Aceasta explică de ce histonele "vechi" și "noile" sunt amestecate în octamer Este posibil ca nucleozomii să fie rupti și asamblați într-un mod similar în timpul transcripției (vezi Sunt genele transcrise organizate în nucleozomi?) În celulele eucariote care sunt în faza S (adică, în perioada de replicare a ADN-ului), duplicarea cromatinei necesită sinteza unui număr mare de histone pentru a împacheta întregul genom - de fapt, aceeași cantitate de histone care sunt deja conținute în nucleozomii trebuie sintetizati Sinteza mARN-ului histonei este sub controlul ciclului celular și este mult crescută în faza S Asamblarea cromatinei în faza S dintr-un amestec egal de histone vechi și noi se numește calea asociată replicării (RC) Cealaltă cale se numește independentă de replicare (RI) și este utilizată pentru a asambla nucleozomi în alte faze ale ciclului celular, în afara sintezei ADN-ului Utilizarea acestei căi devine necesară atunci când apar leziuni în ADN sau când nucleozomii sunt deplasați ca urmare a transcripției Evident, în acest caz, procesul de asamblare trebuie să fie diferit de calea RC, deoarece nu este asociat cu aparatul de replicare Una dintre cele mai interesante caracteristici ale căii independente de replicare este că implică diferite variante ale unora dintre histonele utilizate în replicare Varianta H diferă de histona H conservată în poziția a patru aminoacizi În celulele de diferențiere, în care replicarea ADN-ului nu are loc, această variantă de histonă înlocuiește treptat histona H Acest lucru se întâmplă ca urmare a asamblarii de noi octameri de histonă pentru a-i înlocui pe cei care, din diverse motive, au fost îndepărtați din structura cromatinei Mecanismul utilizării H în calea independentă de replicare s-a dovedit a fi diferit în cele două cazuri studiate CAPITOLUL Cromatina și cromozomii Furca de replicare avansează spre nucleozom Când furculița de replicare se mișcă, octamerii de histonă sunt îndepărtați din ADN Ele se disociază în tetrameri H -H și dimeri H A-H B Histonele nou sintetizate se adună în tetrameri H -H și dimeri H A-H B Tetramerii și dimerii preexistenți și nou formați sunt asamblați aleatoriu de către proteina CAF- ; în timp ce noi nucleozomi se formează direct în spatele furcii de replicare Utilizarea histonelor de către organismul protozoarelor Tetrahymena este determinată numai de disponibilitatea lor Histona H este sintetizată numai în ciclul celular, o variantă a acestei histone este sintetizată doar în nediviziune celule Cu toate acestea, Drosophila are un mecanism care asigură utilizarea NS conform schemei RI Noi nucleozomi care conțin H se asamblează la locul transcripției, înlocuind probabil nucleozomii Reproducerea cromatinei necesită asamblarea nucleozomilor deplasat de ARN polimerază În timpul asamblarii, histonele H și H sunt recunoscute după structura lor, iar H nu participă la asamblare În schimb, ambele variante ale histonei H sunt utilizate în asamblare de-a lungul căii RC (deși H este disponibil în cantități mult mai mici decât H și, prin urmare, intră doar într-un număr mic de nucleozomi) Aparent, proteina CAF- nu este implicată în asamblare conform schemei RL (De asemenea, în organisme precum drojdia și Agabidopsis, gena care codifică această proteină nu joacă un rol semnificativ, ceea ce sugerează existența unor procese de asamblare alternative conform la schema RC ) O proteină posibil implicată în asamblarea de-a lungul căii RI se numește HIRA Excluderea acestei proteine din sistemul de asamblare a nucleozomilor fără celule duce la inhibarea formării lor la nereplicare, dar nu la replicarea ADN-ului Aceasta este o dovadă că ambele căi folosesc mecanisme diferite de asamblare a cromatinei Ansamblul nucleozomilor care conțin alternativa histonă H are loc și la centromer (vezi Formarea heterocromatinei depinde de interacțiunea proteinelor cu histonele) În timpul fazei de replicare a ciclului celular, ADN-ul centromer se replic devreme (spre deosebire de secvențele heterocromatice din jur, care se replic mai târziu; vezi i Încorporarea H în regiunea centromerului este reglată în jos, iar la eucariotele superioare este activată în schimb o proteină numită CENP-A (numită Cid în Drosophila și Cse p în drojdie) Acest lucru are loc prin calea de asamblare RI, care este asociată cu blocarea căii RC pentru o perioadă scurtă de timp în timp ce ADN-ul centromer se replic de exemplu, în partea de bază într-o copie a genomului și în partea linker, în cealaltă copie a acestuia? Pentru a răspunde la această întrebare, este necesar să se stabilească poziția unei anumite secvențe în ADN, mai precis, este necesar să se stabilească poziția unei anumite regiuni ADN în raport cu nucleozomul, ilustrează principiul metodei utilizate Să presupunem că secvența ADN este organizată în nucleozomi într-o singură configurație specifică, astfel încât fiecare situs ADN să fie întotdeauna situat pe nucleozom într-un model specific T) Datorită poziționării, secvența ocupă poziție unică Când sunt tratate cu nuclează micrococică, ei eliberează fragmente de ADN IG Nucleozomii ocupă locații specifice pe ADN? Puncte cheie • Nucleozomii pot fi localizați în anumite locuri Acest lucru se datorează particularităților structurii locale a ADN-ului sau proteinelor care interacționează cu anumite secvențe • Cel mai frecvent motiv pentru poziționarea nucleozomului este stabilirea unei granițe care implică proteinele care leagă ADN-ul • Poziționarea determină care regiuni ale ADN-ului se află în regiunea linker și ce parte este situată pe suprafața nucleozomului Se știe că nucleozomii in vitro sunt organizați independent de structura primară a ADN-ului, dar asta nu înseamnă că aceeași situație are loc și in vivo O anumită secvență de ADN se află întotdeauna într-o locație specifică în raport cu locația nucleozomului? Sau, nucleozomii sunt localizați aleatoriu pe ADN și o anumită secvență poate fi localizată în oricare dintre părțile sale ♦ eu Ruptura la un capăt al fragmentului se datorează acțiunii unei enzime de restricție, iar la celălalt capăt, acțiunii unei nucleaze micrococice După electroforeză, o bandă de ADN este vizibilă ) Tratamentul cu enzime de restricție duce la scindarea unei secvențe specifice Analiza fragmentelor prin electroforeză pe gel ■ Prin poziționarea nucleozomilor, situsurile de restricție sunt poziționate în mod unic față de situsurile linker scindate de nucleaza micrococică CAPITOLUL Cromatina şi cromozomii poziţie Acest tip de organizare se numește poziționare (sau uneori fazare) a nucleozomului Într-o serie de nucleozomi poziționați, regiunile de legătură ADN includ site-uri unice Luați în considerare o secvență care se află într-un singur nucleozom Tratamentul cu nuclează micrococică eliberează fragmente monomerice, inclusiv un fragment care conține o secvență specifică Dacă acest fragment este tratat cu o enzimă de restricție care are un singur loc de recunoaștere, atunci trebuie tăiat la un anumit loc În acest caz, se formează două fragmente de o anumită lungime Fragmentele de ADN obţinute în urma digestiei cu nuclează micrococică şi enzimă de restricţie sunt fracţionate prin electroforeză pe gel Pentru a identifica fragmentul corespunzător în "duble digest", se folosește o sondă, care este o secvență la un capăt al locului de restricție Această tehnică se numește metoda de hibridizare finală Astfel, prezența unei benzi indică faptul că poziția situsului de restricție a fost găsită în raport cu capătul ADN-ului nucleozomal (la locul atacului acestuia de către nucleaza micrococică), iar nucleozomul este poziționat pe o anumită secvență de ADN Ce se întâmplă dacă nucleozomii nu ocupă o anumită poziție? În acest caz, linkerii conțin diferite secvențe ADN în fiecare copie a genomului Astfel, de fiecare dată site-ul de restricție este situat într-un loc diferit; de fapt, poate ocupa orice locație în raport cu capetele ADN-ului nucleozomal monomeric Poziționarea nucleozomilor se poate face în unul din două moduri: • Intern: fiecare nucleozom este format în mod specific într-o poziție specifică în secvența de nucleotide Acest lucru ne schimbă punctul de vedere asupra nucleozomului ca subunitate capabilă să se formeze prin interacțiunea octamerului histonei cu orice secvență de ADN • Exterior: primul nucleozom se asamblează preferenţial într-o poziţie specifică în regiune Punctul de plecare preferat pentru poziționarea nucleozomilor este dat de regiunea din care sunt excluși nucleozomii Regiunea de excludere oferă o limită care limitează pozițiile disponibile pentru nucleozomii vecini Apoi o serie de nucleozomi pot fi asamblate secvenţial, care se caracterizează printr-o anumită lungime de repetare În prezent, a devenit evident că aranjarea octamerelor histonelor pe ADN nu este aleatorie în raport cu structura sa primară În unele cazuri, poziționarea este de natură internă și este determinată Р și t h În absența poziționării nucleozomilor, situsurile de restricție din diferite copii ale genomului sunt situate în locuri diferite Atunci când ADN-ul este tratat cu o enzimă de restricție care atacă secvențe specifice (evidențiate cu roșu) și o nuclează micrococică care acționează asupra situsurilor internucleozomale (evidențiate cu verde), se formează un amestec de fragmente de diferite dimensiuni Nucleozomii ocupă locații specifice pe ADN? OREZ , Poziționarea translațională reflectă poziția liniară a ADN-ului în raport cu octamerul histonelor O schimbare a ADN-ului de pb duce la o schimbare a secvenţelor situate în regiunile linker Totuși, acest lucru nu implică schimbări în orientarea părților ADN, adică partea ADN-ului care a fost adiacentă histonelor își păstrează poziția împărtășește caracteristicile structurale ale ADN-ului În alte cazuri, este extern și depinde de interacțiunea altor proteine cu ADN-ul și/sau cu histonele Poziționarea octamerilor histonelor este influențată de unele caracteristici ale structurii ADN Molecula de ADN are o tendință inerentă de a se îndoi predominant într-o direcție Astfel, regiunile bogate în AT sunt localizate în așa fel încât canelura minoră să fie situată pe partea octamerului de histonă, iar regiunile bogate în AT sunt situate astfel încât să fie în exterior Secțiunile lungi de dA-dT (> bp) nu sunt poziționate în bobina superhelical centrală în jurul particulei de miez Nu este încă posibil să luăm în considerare toate caracteristicile structurale ale ADN-ului și să prezicem locația unei anumite secvențe de ADN în raport cu nucleozomul De asemenea, secvențele care sunt responsabile de procese extreme, cum ar fi excluderea nucleozomilor, pot juca un rol, în urma cărora pot apărea efecte de limită De obicei, nucleozomii sunt poziționați lângă granița regiunii Dacă se observă o oarecare variabilitate în structura lor, de exemplu, lungimea linkerului se modifică, de exemplu, cu pb, atunci, pornind de la primul nucleozom definit situat la graniță, specificitatea locației lor ulterioare scade În acest caz, ar fi de așteptat ca poziționarea să fie menținută numai pentru nucleozomii localizați relativ aproape de graniță Locația ADN-ului în nucleozom poate fi descrisă folosind două modele Pe fig Figura prezintă un model de poziționare translațională care descrie poziția ADN-ului în raport cu limita nucleozomului Acest lucru se aplică în special secvențelor situate în regiunea linker O deplasare a ADN-ului de bp determină formarea următoarei ture în regiunea linker Astfel, poziționarea translațională determină care regiuni ADN sunt mai accesibile (cel puțin în raport cu nucleaza micrococică) Deoarece ADN-ul este situat pe suprafața octamerului histonelor, una dintre părțile oricărei secvențe al corpului este închis de proteină, în timp ce celălalt rămâne deschis În funcție de locația pe nucleozom, situsul ADN care trebuie recunoscut de proteina de reglare poate fi sau nu disponibil Prin urmare, locația exactă a octamerului histonei în raport cu secvența ADN joacă un rol important Pe r i > ■> prezintă o diagramă a poziţionării rotative a dublei elice conform G Bazele - sunt afară Bazele - sunt înăuntru SUPRAFAȚA OCTAMERULUI HISTONE SUPRAFAȚA OCTAMERULUI HISTONE FIG Poziționarea rotațională reflectă poziția părților laterale ale ADN-ului față de suprafața nucleozomului Orice mișcare care diferă de pasul helixului (aproximativ , bp pe tură) are ca rezultat deplasarea ADN-ului față de suprafața miezului histonei Secvențele situate în interior sunt mai protejate de nucleaze decât cele situate în exterior CAPITOLUL Cromatina şi cromozomii transportă la suprafața particulei de miez Dacă ADN-ul este deplasat printr-o rotație incompletă (imaginați-vă că ADN-ul este rotit în raport cu suprafața proteinei), atunci se modifică măsura în care secvența scapă din miezul particulei Poziționarea translațională și rotațională poate juca un rol important în accesibilitatea ADN-ului Printre cele mai complet caracterizate cazuri de poziționare este plasarea specifică a nucleozomilor la regiunile promotoare Poziționarea translațională și/sau excluderea nucleozomilor dintr-o anumită secvență pot fi necesare pentru formarea unui complex de transcripție Unii factori de reglementare se pot lega de ADN numai în zonele fără particule de miez, deoarece accesibilitatea ADN-ului ar trebui maximizată Acest lucru creează o margine pentru poziționarea translațională În alte cazuri, factorii de reglare se pot lega de ADN-ul de pe suprafața nucleozomului, dar poziționarea rotațională este importantă pentru deschiderea părții ADN-ului în care se află punctele de contact corespunzătoare B discută relația dintre organizarea nucleozomală și transcripție forma muyu, mai mult de % din genele ADN-active sunt pierdute Aceasta indică degradarea predominantă a genelor ADN-active Comportamentul genelor individuale poate fi observat prin evaluarea cantității de ADN rămase care se poate hibridiza cu sonda corespunzătoare Schematic, metoda este prezentată în fig b b Principiul de bază este că pierderea unei anumite benzi indică degradarea secțiunii corespunzătoare de ADN prin acțiunea enzimei Digestia cromatinei prin DNaza I Prelucrare cu restricții ■^ extragerea ADN-ului Domeniile definesc zonele conţinând gene active Puncte cheie Domeniul ADN care conține gene active este caracterizat printr-o sensibilitate crescută la degradarea de către DNaza I Regiunea genomului care conține gene transcrise activ poate avea o structură alterată Modificările structurale preced și diferă de modificările structurale ale nucleozomilor care sunt caracteristice promovării active a ARN polimerazei Unul dintre indicatorii modificărilor în structura cromatinei transcrise este sensibilitatea crescută a acesteia la degradarea de către DNaza I Sensibilitatea la această enzimă este un semn al existenței unui domeniu cromozomial, o regiune de structură alterată care include cel puțin o unitate de transcripție activă si care uneori se extinde mai departe (Rețineți că utilizarea termenului domeniu nu implică neapărat o relație cu domeniile structurale, care sunt reprezentate de bucle de cromatină sau cromozomi ) Când cromatina este digerată de DNaza I, aceasta este degradată în material solubil în acid (fragmente mici de ADN) Gradul de digestie poate fi determinat de cantitatea de ADN care trece în starea solubilă în acid De îndată ce % din ADN-ul total devine solubil în acid Sonda Electroforeza fragmentelor și denaturarea ADN-ului; sonde pentru gene exprimate și neexprimate Sonda Comparația intensităților benzilor în preparatele de cromatină tratate cu concentrații crescânde de DNază ADNază ADNază Preferabil digerat Hibridizarea ADN-ului cu sonda ADN-ul care hibridizează cu sonda este mai puțin digerat FIG, , p Sensibilitatea ADNazei I poate fi măsurată prin determinarea ratei de uzură a materialului care se hibridizează la o sondă specifică Domeniile definesc regiuni care conțin gene active Pe fig Figura arată ce se întâmplă cu genele p-globinei și ovalbuminei din cromatina extrasă din eritrocitele de pui (în care genele globinei sunt exprimate și gena ovalbuminei este inactivă) Fragmentele reprezentând genele p-globinei sunt degradate rapid, în timp ce regiunile corespunzătoare ale genei ovalbuminei nu sunt aproape degradate (De fapt, gena ovalbuminei este digerată în aceeași viteză ca cea mai mare parte a ADN-ului) Astfel, cea mai mare parte a cromatinei este relativ rezistentă la DNaza I și conține gene inactive (precum și alte secvențe) Gena dobândește sensibilitate relativă la nuclează în celulele acelor țesuturi în care este exprimată Este hipersensibilitatea la nuclează caracteristică numai pentru genele exprimate activ, de exemplu, globina, sau pentru toate genele active? Experimentele care utilizează ARNm total al celulelor arată că toate genele active, indiferent de prezența lor în genom, sunt sensibile la DNaza I (Cu toate acestea, există diferențe în gradul de sensibilitate ) puține molecule de ARN polimerază, acest lucru sugerează că sensibilitatea la DNază Eu nu este o consecință a procesului transcripție, dar este o caracteristică a genelor transcrise în sine Care este dimensiunea zonei sensibile? Acesta poate fi determinat folosind un set de sonde corespunzătoare regiunilor de flancare precum și unității de transcripție în sine Regiunea sensibilă se extinde întotdeauna pe întreaga regiune transcrisă; site-urile suplimentare care ajung la câțiva kb pe părțile laterale ale zonei sensibile pot prezenta sensibilitate intermediară (probabil din cauza efectului de răspândire) O caracteristică critică inerentă domeniului este că zona de sensibilitate crescută la DNaza I se extinde pe o distanță considerabilă Se crede adesea că reglarea activității genelor este determinată de evenimente care au loc la situsurile ADN individuale, cum ar fi inițierea transcripției în zona promotorului Chiar dacă acesta este într-adevăr cazul, o astfel de reglare trebuie să fie determinată de sau însoțită de modificări mai extinse ale structurii cromatinei Aceasta este diferența dintre celulele pro- și eucariote Genele de transcriere sunt organizate în nucleozomi? Puncte cheie PI' În celulele eritroide mature, gena p-globinei prezintă o sensibilitate ridicată la DNaza I Gena embrionară P-globină are o sensibilitate limitată la enzimă (probabil datorită efectului de împrăștiere) În același timp, preparatele de ovoalbumină sunt insensibile la DNază Fotografie prin amabilitatea lui Harold Weintraub și Mark Grudin, Fred Hutchinson Cancer Research Center Tratamentul cu nuclează micrococică a genelor transcrise și inactive dezvăluie nucleozomi Unele gene foarte active sunt o excepție și nu au o structură nucleozomală Încercările de a observa procesul de transcriere a genelor au condus la rezultate contradictorii Exemple relevante sunt prezentate în următoarele două figuri Se poate observa că cromatina puternic transcrisă este prea relaxată pentru a fi organizată în nucleozomi În genele transcrise care codifică sinteza ARNr, ARN polimeraza este atât de strâns încât ADN-ul este aproape invizibil (^) Nu putem măsura în mod direct lungimea transcriptelor ARNr datorită structurii lor compacte și legate de proteine, dar știm (pe baza datelor despre structura primară a ARNr) cât de lungi ar trebui să fie aceste transcrieri Lungimea segmentului de ADN transcris, măsurată ca lungimea "trunchiului unui pom de Crăciun", este de - % din lungimea ARNr Aceasta înseamnă că ADN-ul este aproape complet relaxat În același timp, complexele de transcripție ale mini-cromozomilor virusului pot fi izolate din celulele infectate cu virusul SV Conțin componentele obișnuite ale histonelor și au o structură care amintește de CAPITOLUL Cromatina și cromozomii Regiunile extinse ale unităților de transcripție ADNr sunt intercalate cu regiuni puțin mai puțin extinse ale distanțierilor netranscrise Fotografie prin amabilitatea Victoria Fow, Ying Chu și Charles Laird margele curgătoare Se poate observa că lanțurile de ARN se ramifică din mini-cromozomi ( ) Acest lucru nu este contradictoriu din punctul de vedere că transcripția are loc atunci când ADN-ul SV este organizat în nucleozomi Desigur, minicromozomii SV sunt transcriși mai puțin intensiv decât genele ARNr În timpul transcripției, ADN-ul se desfășoară, iar fibrila se poate relaxa în unele părți ale cromatinei În primul rând, se presupune că este nevoie de spațiu suplimentar pentru aceste procese Caracteristicile structurale ale cromozomilor politen și lampbrush, descrise mai devreme, indică faptul că o organizare structurală mai complexă a cromatinei este asociată cu expresia genelor Prima întrebare privind structura genelor active este dacă organizarea nucleozomală a cromatinei este păstrată în timpul transcripției ADN-ului Dacă există o schimbare a octamerilor histonelor, rămân ei cumva asociați cu ADN-ul transcris? Pentru a răspunde la această întrebare, cromatina este digerată cu nuclează micrococică și apoi hibridizată folosind sonde la o anumită genă sau grup de gene pentru a determina dacă fragmentele sunt prezente în cantitățile așteptate într-o scară tipică de bp Concluzia care se poate trage din aceste experimente este limitată, dar importantă Genele transcrise conțin nucleozomi în aceleași cantități ca și genele netranscrise Astfel, pentru a fi transcrise, genele nu trebuie să adopte vreo formă alternativă de organizare Cu toate acestea, deoarece o genă transcrisă utilizează probabil doar o singură ARN polimerază la un moment dat, rămâne necunoscut ce se întâmplă la locurile ocupate de enzimă Aparent, ele păstrează structura nucleozomală; este mai probabil ca pe măsură ce ARN polimeraza se mișcă de-a lungul ADN-ului, nucleozomii se mișcă, dar după ce trec prin enzimă, ei se întorc imediat la locul lor Mini-cromozomul SV O poate fi transcris Fotografie prin amabilitatea lui Pierre Chambon, College de France Reproducere din J Mol bio voi , Gariglio, P , et al , Templote ofthelsolated , p (r) , cu permisiunea lui Elsevier Când sunt transcrise, octameri histonele sunt eliminate Puncte cheie • În timpul transcripției în sistemele model, ARN polimeraza îndepărtează octamerii histonelor, dar după trecerea prin polimerază, se leagă din nou de ADN • Când o genă este transcrisă, nucleozomii sunt reorganizați Experimentele întreprinse pentru a afla dacă ARN polimeraza poate efectua transcripția ADN-ului în nucleozom au arătat că octamerul histonei este îndepărtat ca urmare a transcripției Evenimentele care apar atunci când ARN polimeraza T in vitro transcrie un segment scurt de ADN care conține un octamer de histonă sunt afișate pe -ns b bo Particula miez rămâne asociată cu ADN-ul, dar se modifică În timpul transcripției, octamerii histonelor sunt îndepărtați FIG Schema unui experiment pentru a studia efectul transcripției asupra nucleozomilor, care arată că octamerul histonelor părăsește ADN-ul și se leagă de o altă parte a acestuia se mută în altă zonă Cel mai probabil, particulele de miez se reunesc la aceeași moleculă de ADN cu care a fost legată anterior Pe fig este prezentat modelul care descrie mișcarea unei polimeraze Pe măsură ce enzima intră în nucleozom, ADN-ul se îndepărtează de particula de bază, dar polimeraza ajunge la un punct în care catena de ADN se inversează și se atașează la ea, completând regiunea Pe măsură ce polimeraza se mișcă mai departe, ADN-ul se desfășoară și se formează superbobine pozitive în buclă Acest lucru poate avea consecințe grave, deoarece bucla închisă conține doar ~ bp, astfel încât fiecare pereche de baze pe care o traversează polimeraza este o adăugare semnificativă la supercoiling De fapt, polimeraza trece cu ușurință prin primele bp din nucleozom Apoi începe să se miște mai încet și pare să întâmpine obstacole tot mai mari Fiecare Există o pauză pentru bp, ceea ce sugerează că structura buclei impune anumite restricții asupra rotației în jurul fiecărei ture ADN Când polimeraza ajunge la mijlocul nucleozomului (următoarele baze care trebuie adăugate sunt pe axa simetriei diadei), nu există nicio pauză și enzima începe să se miște mai repede Acest lucru sugerează că mijlocul nucleozomului este punctul către care octamerul se deplasează (probabil pentru că supraînfăşurarea pozitivă a atins un nivel critic, la care octamerul este deplasat din ADN) Acest lucru relaxează tensiunile din ADN care se află în calea polimerazei și elimină obstacolele din calea mișcării enzimei Octamerul histonelor își schimbă poziția pe ADN fără a pierde contactul cu acesta Octamerul de histonă este eliberat ca o particulă intactă? Ca rezultat al legăturii încrucișate a proteinelor octamer, nu există obstacole pentru transcripție Transcripția poate apărea chiar și atunci când există legături încrucișate între histonele de bază Se spune FIGURA K Pe măsură ce progresează, ARN polimeraza deplasează octamerul histonei ADN-ul începe să se plieze din nou și se leagă (de polimerază sau de octamer) pentru a forma o buclă închisă Pe măsură ce polimeraza avansează, generează superbobine pozitive în față Superbobinele înlocuiesc octamerul histonei, care rămâne în contact cu ADN-ul și/sau polimeraza și își ia locul în spatele ARN polimerazei CAPITOLUL Cromatina şi cromozomii Reprimarea transcripțională "Scara" nucleozomalului ADN Densitățile nucleozomilor au fost determinate folosind o nuclează micrococică care scindează ADN-ul la locurile de restricție de la capătul ' al genei Initial, o structura nucleozomala este prezenta in gena, la o distanta considerabila de promotor; în regiunea ' se pierde poziţionarea lor Atunci când o genă este exprimată, se observă un frotiu de ADN la electroforeză Astfel, deși nucleozomii sunt prezenți, ei nu sunt organizați Acest lucru sugerează că transcripția le perturbă poziționarea În timpul represiunii genelor, poziționarea nucleozomului (deși nu este completă) începe să apară în decurs de minute Acest rezultat duce la concluzia interesantă că poziționarea nucleozomilor este independentă de replicare Conform modelului general acceptat, ARN polimeraza înlocuiește octamerii histonelor pe măsură ce se mișcă de-a lungul ADN-ului Dacă ADN-ul din spatele moleculei de polimerază este accesibil, atunci octamerul se leagă de el (Se pare că octamerul nu pierde niciodată contactul cu ADN-ul Rămâne de văzut cum îl reține fără să se desfășoare și să-și piardă componentele pe măsură ce se deplasează de-a lungul ADN-ului Este probabil ca contactul cu ARN polimeraza să ofere o "dublă trecere" pentru octamerul ) Dacă ADN-ul nu este disponibil, de exemplu pentru că o polimerază este urmată imediat de alta, atunci octamerul se deplasează în mod constant, iar ADN-ul este în mod constant într-o configurație întinsă În gena LIRA , înainte de transcripție, nucleozomii sunt poziționați într-un anumit mod La inducerea transcripției, pozițiile nucleozomilor devin aleatorii Când are loc reprimarea transcripțională, nucleozomii se repoziționează că transcripția nu necesită disocierea octamerului în histone constitutive și, în general, orice modificări semnificative în structura sa Cu toate acestea, atunci când histona H este adăugată în sistem, rata de transcripție scade rapid Acest lucru ne permite să ajungem la două concluzii: octamerul de histonă (rămânând la locul său sau deplasat) funcționează ca o unitate intactă; și poate fi necesar să se elimine H din cromatina activă sau să se schimbe cumva interacțiunea cu alte componente Astfel, o moleculă mică de ARN polimerază determină mișcarea nucleozomului, care, după trecerea prin enzimă, se formează din nou Desigur, în nucleul unei celule eucariote, situația este mai complicată ARN polimeraza este mult mai mare, iar lanțul de nucleozomi interferează cu progresul enzimei Sunt necesari factori suplimentari pentru a depăși aceste dificultăți Transcripția modifică organizarea nucleozomilor Pe a arătat ce se întâmplă în timpul transcripției genei URA de drojdie sub controlul unui promotor inductibil Poziționare Îndepărtarea nucleozomilor și asamblarea lor ulterioară necesită participarea unor factori specifici Puncte cheie Îndepărtarea octamerilor în timpul transcripției cu participarea ARN polimerazei și reasamblarea histonelor în nucleozomi necesită participarea unor factori suplimentari Îndepărtarea nucleozomilor din ADN este cheia tuturor etapelor transcripției Acest proces este cel mai bine studiat în stadiul de inițiere Promotorii activi au situsuri de sensibilitate ridicată la DNază, deoarece octamerii histonelor au fost îndepărtați din ADN (vezi Siturile de sensibilitate la DNază modifică structura cromatinei) Îndepărtarea octamerilor necesită reconstrucția complecșilor care sunt recrutați, asamblați de factorii de transcripție și care folosesc energia furnizată de hidroliza ATP pentru a schimba structura cromatinei (vezi mai jos) ) Aceasta înseamnă că ARN polimeraza începe sinteza pe un segment scurt de ADN fără nucleozomi Pentru ca sinteza ARN-ului să continue, octamerii histonelor trebuie îndepărtați In spate Îndepărtarea nucleozomilor și asamblarea lor ulterioară necesită participarea unor factori specifici Pentru a preveni apariția ADN-ului care nu este închis de o proteină, octamerii trebuie reasamblați în timpul transcripției Transcripția prin ARN polimeraza II in vitro necesită participarea unei proteine numite FACT, care seamănă cu un factor de alungire a transcripției în proprietăți (FACT este o abreviere pentru "fac\X\- Dezasamblarea octamerilor histonelor, necesare pentru îndepărtarea nucleozomilor, are loc înainte de începerea transcripției După ce transcrierea este completă, octamerii reasamblați Procesul de dezasamblare pare să înceapă cu eliberarea dimerului de histonă H A-H B taies chromatin franscription" și nu face parte din ARN polimerază, deși se leagă în mod specific de aceasta în faza de alungire ) Acest factor este format din două subunități care au o structură comună la toate eucariotele Este asociat cu cromatina genelor active Când FACT este adăugat la nucleozomi izolați, ei își pierd dimerii H A-H B Când este transcris in vitro, factorul transformă nucleozomii în "hexazomi" cărora le lipsesc dimerii H A-H B Acest lucru ne permite să considerăm FACT ca parte a mecanismului responsabil pentru îndepărtarea octamerilor în timpul transcripției Proteina poate fi, de asemenea, implicată în asamblarea nucleozomilor după transcripție, deoarece facilitează formarea lor din histonele de bază Pe iis Cu este prezentat un model care descrie îndepărtarea H A-H B din nucleozom prin FACT, care are loc în fața ARN polimerazei, și apoi adăugarea lor la nucleozom, care se formează în spatele enzimei Alți factori pot fi necesari pentru a finaliza procesul FACT este, de asemenea, necesar pentru alte procese care îndepărtează nucleozomii, cum ar fi replicarea și repararea ADN-ului Alți factori sunt necesari pentru a menține structura cromatinei în alte regiuni transcrise Probabil că participă și la procesele de dezasamblare-asamblare a nucleozomilor, dar nu avem informații mai detaliate despre funcțiile lor Locurile cu sensibilitate crescută la DNază modifică structura cromatinei În regiunile promotoare ale genelor exprimate, există situsuri cu sensibilitate crescută la nuclează Ele apar atunci când factorii de transcripție se leagă de ADN care elimină octamerii histonelor Împreună cu modificările generale care apar în regiunile active sau potențial active ale cromatinei, modificările structurale apar la situsuri specifice asociate cu inițierea transcripției sau cu tranziții structurale specifice în ADN Aceste modificări au fost observate pentru prima dată când ADN-ul a fost digerat cu ADNază I la o concentrație foarte scăzută Când cromatina este tratată cu ADNază I, se formează mai întâi rupturi în locurile hipersensibile specifice ale dublei helix Deoarece sensibilitatea ADN-ului I reflectă accesibilitatea ADN-ului în cromatină, credem că aceste locuri reflectă regiuni ale cromatinei în care ADN-ul este deosebit de susceptibil de a fi atacat de enzimă deoarece nu este organizat într-un nucleo-nucleo normal CAPITOLUL Cromatina şi cromozomii structura somnolenta De obicei, situsurile hipersensibile sunt de de ori mai sensibile la DNaza I decât cromatina principală Aceste situsuri sunt, de asemenea, sensibile la acțiunea altor nucleaze și agenți chimici Locurile hipersensibile apar din cauza modificărilor (specifice țesutului) în structura cromatinei Localizarea lor poate fi stabilită prin metoda hibridizării end-mark, despre care am discutat mai sus în legătură cu stabilirea poziționării nucleozomilor Procedura este prezentată schematic în Sub acțiunea ADNazei I, clivajul are loc la locul hipersensibil După aceea, se măsoară distanța până la celălalt capăt al fragmentului, care se formează sub acțiunea enzimei de restricție Majoritatea site-urilor hipersensibile sunt asociate cu expresia genelor Fiecare genă activă are unul sau mai multe situsuri sensibile situate în regiunea promotorului Cele mai multe situsuri hipersensibile sunt localizate în cromatina doar a acelor celule în care are loc expresia genelor Dacă genele nu sunt active, site-urile hipersensibile nu sunt înregistrate Site-urile hipersensibile ' sunt formate înainte de începerea transcripției, iar structura primară a ADN-ului din aceste regiuni este asociată cu expresia genelor Acest lucru poate fi demonstrat prin examinarea mutanților corespunzători Locul sensibilității la nuclează situat pe mini-cromozomul SV a fost studiat cel mai amănunțit Un fragment scurt situat la originea replicării, în amonte de promotorul transcripției târzii, este scindat de preferință de DNaza I, nucleaza micrococică și alte nucleaze (inclusiv enzimele de restricție) Mini-cromozomul SV poate fi examinat la microscop electronic Aproximativ % dintre preparatele studiate prezintă un "decalaj" în organizarea nucleozomală a cromatinei (vezi ') De-a lungul marginilor acestuia Intervalul, care este de - nm (aproximativ bp) în lungime, conține nucleozomi și este o regiune susceptibilă la atacul nucleazei Acest lucru demonstrează că sensibilitatea crescută a regiunii cromatinei la nucleaze este asociată cu absența nucleozomilor în ea Pe întregul sit, poate fi observată o susceptibilitate variabilă la nucleaze Pe dna ■ prezentate harta a două locuri de hipersensibilitate Într-un interval de aproximativ bp, SV conține două situsuri hipersensibile la DNaza și o regiune "protejată" Aparent, proteinele (non-histone) sunt asociate cu ADN-ul în această regiune Structura primară de ADN corespunzătoare acestei regiuni este asociată cu elementele necesare pentru funcționarea promotorului Siturile promotoare ale p-globinei prezintă o sensibilitate crescută la un număr de enzime: DNaza I, DNaza II și nucleaza micrococică Locurile de atac enzimatic sunt situate în aceeași zonă la anumite distanțe unul de celălalt Deci, transcris RESTRICȚI SITE-UL DE HIPERSENSIBILITATE Tratament Extracția ADN-ului și a ADN-ului Prelucrare cu restricții Hel-electroforeza și blotarea ulterioară folosind o sondă, care este o porțiune a secvenței ADN adiacentă locului de restricție ♦ ST ~ g eu Trupa este o bucată de ADN, - care de la unul capătul este tăiat cu DNază I, iar din celălalt - cu enzimă de restricție Metoda de etichetare indirectă a finalului vă permite să determinați distanța dintre locurile de hipersensibilitate la DNază și enzima de restricție Datorită existenței unui situs specific de sensibilitate la DNază I, se formează un fragment de ADN, a cărui lungime corespunde distanței dintre situsul de hipersensibilitate la DNază și locul de restricție Organizarea nucleozomală a mini-cromozomului SV se caracterizează prin existența unui gol Fotografie prin amabilitatea lui Moshe Yaniv, Institutul Pasteur Locurile cu sensibilitate crescută la DNază modifică structura cromatinei Zona târzie SV Site protejat regiune de scindare Locul de clivaj punct de start -grădină zoologică - -GRĂDINĂ ZOOLOGICĂ - -yuo o Poziția față de punctul de plecare (exprimată în mon) Gene | -globină Locurile de clivaj punct de start -GRĂDINĂ ZOOLOGICĂ - - - - aproximativ Poziția față de punctul de plecare (exprimată în mon) FIGURA - C Între minicromozomul SV se află situsuri hipersensibile, regiuni sensibile și o regiune protejată a ADN-ului Un loc de hipersensibilitate din gena P-globinei de pui conține situsuri de sensibilitate la mai multe nucleaze În această genă, nucleazele atacă predominant o regiune cu o lungime de - până la - bp Care este structura zonei hipersensibile? Accesibilitatea sa la nucleaze indică faptul că nu este protejată de octamerul histonelor, dar asta nu înseamnă că nu conține deloc proteine Nucleazele atacă o secțiune a ADN-ului liber Cum poate ADN-ul să piardă nucleozomi? Emitem ipoteza că situsurile hipersensibile se formează atunci când proteinele reglatoare specifice se leagă de ADN care exclud nucleozomii Într-adevăr, legarea unor astfel de proteine este probabil să fie motivul existenței unor regiuni protejate în situl hipersensibil Proteinele implicate în formarea situsurilor de hipersensibilitate aparțin probabil unor factori regulatori diferiți, deoarece aceste situsuri se găsesc în promotori, precum și în alte elemente de reglare: la originea replicării, în centromer și în alte părți În unele cazuri, ele sunt localizate în zone cu o organizare mai complexă a cromatinei Locul hipersensibil poate limita regiunea nucleozomilor poziționați Siturile hipersensibile asociate cu transcripția pot fi formate atunci când factorii de transcripție se leagă de promotori, făcând astfel pe aceștia din urmă accesibili ARN polimerazei (vezi Fig Remodelarea cromatinei este un proces activ Puncte cheie • Structura cromatinei se modifică cu participarea complexelor de remodelare care utilizează energia hidrolizei ATP • SWI/SNF, RSC și NURF sunt complexe mari care au subunități comune • Complexul de remodelare în sine nu are specificitate față de un anumit sit, totuși, asamblarea lui trebuie să aibă loc cu participarea componentelor aparatului de transcripție • Complexele de remodelare se asambleaza pe promotori sub actiunea unor activatori specifici unei anumite secvente de nucleotide • După legarea complexului de remodelare de cromatină, factorul poate fi eliberat Genomul celular este caracterizat de o organizare nucleozomală; totuși, dacă regiunea promotoare conține nucleozomi, inițierea transcripției nu are loc de obicei În același timp, histonele funcționează ca represori transcripționali (o astfel de reprezentare este cunoscută de mult timp) Procesul de activare a genelor necesită modificări ale structurii cromatinei: punctul esențial este modul în care aparatul de transcripție obține acces la ADN-ul regiunii promotoare Capacitatea unei gene de a se exprima depinde atât de structura locală a cromatinei (la locul promotor), CAPITOLUL Cromatina şi cromozomii și din structura zonei înconjurătoare Structura este reglată de procese de activare locală sau de modificări care afectează o regiune mai mare a cromozomului Printre cele mai locale sunt modificările în interiorul unei gene individuale, atunci când modificările structurii și organizării nucleozomilor au loc în imediata vecinătate a promotorului Modificări mai extinse pot afecta regiuni la fel de mari ca un întreg cromozom Modificările care afectează regiuni mari controlează expresia genelor Pentru a desemna o genă supra-reprimată în orice regiune a cromozomului, se folosește termenul genă tăcută Heterocromatina este înțeleasă ca secțiuni mari de cromozomi, care la microscop sunt caracterizate printr-o structură mai compactă Genele silențioase și heterocromatina se caracterizează printr-o trăsătură comună: în ambele cazuri, proteinele suplimentare sunt asociate cu cromatina, care împiedică direct sau indirect factorii de transcripție și ARN polimeraza să activeze promotori într-o anumită zonă Modificările unuia sau altui promotor controlează transcripția unei anumite gene Aceste modificări pot avea fie un efect de activare, fie un efect represiv Modificările în structura locală a cromatinei sunt o parte integrantă a procesului de control al expresiei genelor Genele pot exista în una dintre cele două stări structurale Genele sunt doar "active" în celulele în care sunt exprimate Modificările în structura lor preced transcripția și indică faptul că gena este "transcribilă" Acest lucru sugerează că achiziția unei structuri "active" de către genom ar trebui să fie primul pas către exprimarea acesteia Genele active se găsesc în domeniile de eucromatină care sunt foarte sensibile la nucleaze (vezi Domeniile definesc regiunile care conțin gene active) Siturile hipersensibile sunt create pe promotori înainte de activarea genei (vezi Siturile de hipersensibilitate la ADNază modifică structura cromatinei) Există o relație strânsă și constantă între inițierea transcripției și structura cromatinei Unii activatori transcripționali modifică direct histonele; în special, procesul de acetilare a acestora este asociat cu activarea genelor În schimb, unii represori transcripționali deacetilează histonele Astfel, expresia genei este controlată de starea structurală a histonelor din vecinătatea promotorului Aceasta poate face parte din mecanismul prin care o genă este menținută într-o stare activă sau inactivă Mecanismul de menținere a regiunilor locale ale cromatinei într-o stare inactivă (silențioasă) este asociat cu mecanismul de reprimare a unui promotor individual Proteinele responsabile de formarea heterocromatinei acționează asupra cromatinei prin histone, iar modificarea histonelor poate fi un pas important în formarea acesteia Procesul general de implementare a modificărilor în structura cromatinei se numește remodelare a cromatinei Include mecanisme de îndepărtare a histonelor care depind de aportul de energie Pentru a elimina histonele din cromatină, este necesară distrugerea multor legături proteină-proteină și ADN-proteină Nu este atât de simplu: este nevoie de energie pentru a disocia aceste legături Figura prezintă principiul remodelării dinamice a cromatinei cu participarea unui factor de hidrolizare a ATP Când octamerul histonei este eliberat din cromatină, alte proteine (în acest caz, factorii de transcripție și ARN polimeraza) se pot lega de ADN phl rezumă tipurile de modificări care apar în timpul remodelării cromatinei care pot fi caracterizate in vitro: • Octamerii histonelor se pot deplasa de-a lungul ADN-ului, modificând raportul dintre acid nucleic și proteină Aceasta duce la o modificare a poziției anumitor secvențe de ADN pe suprafața nucleozomului • Distanța dintre octamerii histonelor se poate modifica, ceea ce duce la modificarea poziției anumitor secvențe în raport cu proteina FIG / Modelul dinamic al transcripției cromatinei se bazează pe existența unor factori care pot folosi energia hidrolizei ATP pentru a deplasa nucleozomii din secvențe specifice de ADN Remodelarea cromatinei este un proces activ Alunecarea nucleozomului Reglarea distanței dintre nucleozomi Deplasarea nucleozomilor Secvențele de ADN își schimbă locația pe nucleozom Distanța dintre nucleozomi devine aceeași OREZ , Complexul de remodelare poate determina alunecarea nucleozomilor de-a lungul ADN-ului, deplasarea nucleozomilor sau modificarea distanței dintre ei • Cea mai radicală schimbare este aceea că octamerii de histonă pot fi îndepărtați complet din ADN, formând regiuni care nu conțin nucleozomi Cel mai adesea, remodelarea cromatinei are loc atunci când organizarea nucleozomilor se modifică în regiunea promotorului genei transcrise Acest lucru este necesar pentru a asigura accesul aparatului de transcriere la promotor Cu toate acestea, remodelarea cromatinei este necesară și pentru ca alte procese să aibă loc, cum ar fi repararea daunelor ADN Cel mai adesea, remodelarea îndepărtează unul sau mai mulți octameri de histonă Acest lucru poate fi detectat prin modificări ale naturii degradării ADN-ului cromatinei sub acțiunea nucleazei micrococice: există o pierdere a locurilor protejate de clivaj Acest lucru duce adesea la situsuri caracterizate prin hipersensibilitate la DNaza I (vezi Locurile de hipersensibilitate la DNază modifică structura cromatinei) Uneori există modificări mai puțin pronunțate, de exemplu, în ceea ce privește poziția unui singur nucleozom; aceasta poate fi determinată de pierderea scării după bp, care se formează după tratamentul cu DNaza I Astfel, modificările structurii cromatinei variază de la o modificare a poziției nucleozomilor până la îndepărtarea completă a acestora Remodelarea cromatinei se realizează cu participarea unor complexe mari care folosesc ATP ca sursă de energie necesară pentru acest proces Componenta centrală a complexului este subunitatea ATPază De obicei, complexele sunt clasificate în funcție de tipul acestei subunități - complexele cu un tip similar sunt de obicei atribuite aceluiași tip (de obicei conțin și alte subunități comune) În tabelul de la g și p b Sunt date numele acestor subunități Două tipuri principale de truse bufnițele sunt reprezentate de SWI/SNF și ISW (ISW înlocuiește SWI) Drojdia conține două complexe de fiecare tip Complexe de ambele tipuri se găsesc și la Drosophila și la oameni Fiecare tip de complex poate prezenta activitate diferită în remodelarea cromatinei SWI/SNF este primul dintre complexele identificate implicate în remodelarea cromatinei Numele său reflectă faptul că multe subunități sunt codificate de gene identificate în experimentele pe celule cerevisiae folosind mutații SWI și SNF Aceste mutații interacționează genetic cu mutații ale genelor care codifică componentele cromatinei Acestea sunt genele SINI și SIN care codifică proteina non-histone și respectiv histona H Genele SWI și SNF sunt necesare pentru exprimarea diverșilor loci individuali (inclusiv ~ de gene sau % din genomul cerevisiae) Pentru exprimarea acestor loci, poate fi necesar ca complexul SWI/SNF să asigure remodelarea cromatinei în regiunea promotorilor respectivi Există mai multe tipuri de complexe de remodelare a cromatinei Tip complex SWI/SNF ISW Altele Drojdie SWI/SNF RSC ISW ISW Musca fructelor dSWI/SNF (Brahma) NURF CHRAC ACF uman hSWI/SNF RSF hACF/WCFR hCHRAC NuRD Broasca Mi- OREZ , Complexele de remodelare sunt împărțite în tipuri în funcție de natura subunităților ATPazei CAPITOLUL Cromatina și cromozomii În experimentele in vitro, SWI/SNF prezintă un efect catalitic, iar celula de drojdie conține doar - de copii ale complexelor Toate genele care codifică subunitățile SWI/SNF nu sunt absolut necesare, ceea ce sugerează că alte căi pentru remodelarea cromatinei trebuie să existe în drojdie Complexul RSC este reprezentat de un număr mare de copii și este probabil mai necesar Acționează asupra - loci țintă Complexele SW /SNF pot remodela cromatina in vitro fie fără pierderea tuturor histonelor, fie cu îndepărtarea octamerilor lor Ambele procese sunt caracterizate printr-o stare intermediară comună, în care structura nucleozomului țintă se modifică, ducând fie la re-formarea (remodelarea) nucleozomului pe același ADN, fie la deplasarea octamerului histonei către o altă moleculă de ADN Complexul SWI/SNF modifică sensibilitatea ADN-ului nucleozomal la DNaza I și modifică contactele ADN-proteină care sunt reținute după eliberarea sa din nucleozomi Subunitatea SWI este o ATPază care furnizează energie pentru procesul de remodelare mediat de SWI/SNF Există multe puncte de legare între ADN și octamerul histonelor - conform rezultatelor studiului structurii cristaline, sunt Pentru ca octamerul să se deplaseze într-o nouă poziție sau să-și piardă complet legătura cu ADN-ul, legăturile trebuie rupt în toate punctele de contact dintre ADN și proteine Cum se întâmplă asta? Unele mecanisme pot fi excluse deoarece știm că ADN-ul monocatenar nu se formează în timpul remodelării (și complexele nu au activitate helicazică) Conform conceptului modern, complexele aparținând claselor SWI și ISW folosesc energia hidrolizei ATP pentru a derula ADN-ul de pe suprafața nucleozomului Unele dovezi indirecte sugerează că aceasta creează o forță mecanică care permite unei mici bucăți de ADN să se desprindă de la suprafață și să ia o nouă poziție Unul dintre procesele importante catalizate de complexele de remodelare este alunecarea nucleozomilor În primul rând, s-a dovedit că complexul grupului ISW schimbă poziția nucleozomului, dar nu provoacă detașarea particulei de bază de ADN Acest lucru se realizează prin alunecare, în care octamerul se mișcă de-a lungul ADN-ului Îndepărtarea porțiunii N-terminale a histonei H împiedică alunecarea, dar nu știm cu siguranță cum este implicată această parte a moleculei de histonă în mișcare Complexele SWI/SNF au aceleași proprietăți; procesul este blocat atunci când se creează o barieră asupra ADN-ului Acest lucru sugerează că avem de-a face cu o reacție de alunecare, în care octamerul histonei se mișcă mai mult sau mai puțin continuu de-a lungul ADN-ului fără a pierde contactul cu acesta Unul dintre misterele funcționării complexului SWI/SNF constă în dimensiunea acestuia Complexul este format din subunități și are o greutate moleculară totală de - x IO Ar trebui să interfereze cu funcționarea ARN polimerazei și a nucleozomilor Mai mult, nu este clar cum Astfel, toate componentele complexului interacționează cu ADN-ul, care este reținut pe suprafața nucleozomului Cu toate acestea, a fost găsit un complex de transcripție cu activitate completă, care se numește holoenzima ARN polimeraza II Conține ARN polimeraza în sine, toți factorii TFII, cu excepția TBP și TFIIA, și complexul SWI/SNF, care este legat de porțiunea terminală CTD a moleculei de polimerază De fapt, preparatele de holoenzimă pot conține întregul complex SWI/SNF Acest lucru sugerează că remodelarea cromatinei și recunoașterea promotorului sunt procese coordonate și sunt efectuate cu participarea unui complex Cum se atașează complexele de anumite site-uri cromatinei în timpul remodelării? În sine, ele nu conțin subunități care se leagă de secvențe specifice din ADN Prin urmare, a fost propus un model conform căruia funcționarea complexelor depinde de activatori sau (uneori) de represori (te, n) Model funcțional Complexul de remodelare se leagă de amplasament printr-un factor Complex de Remodelări Complexul de remodelare deplasează octamerul I ■ Remodelări ▼ complexul deplasează factorul smochin p 'o Complexul de remodelare se leagă de cromatină printr-un activator (sau represor) Remodelarea cromatinei este un proces activ FIG Acetilarea histonelor H și H este caracteristică cromatinei active, în timp ce metilarea celor inactive funcționează conform mecanismului "hit and run", în care, după legarea complexului de remodelare, activatorul sau represorul este îndepărtat Remodelarea cromatinei se realizează prin modificări ale stării histonelor, în special prin modificarea regiunilor N-terminale ale histonelor H și H Aceste regiuni includ de aminoacizi N-terminali și se extind de la nucleozom, localizat între catenele de ADN (vezi Figura din Secțiunea Organizarea octamerului histonelor) Ele pot fi modificate în mai multe locuri prin metilare, acetilare sau fosforilare Când histonele sunt modificate, se creează locuri de legare pentru proteinele non-histone, în urma cărora proprietățile cromatinei se modifică Numărul de nucleozomi ale căror proteine suferă modificări este diferit Modificarea poate fi locală şi, de exemplu, limitată la nucleozomi localizaţi în regiunea promotorului Poate fi un proces mai general și poate afecta întregul cromozom, Figura ilustrează poziția conform căreia acetilarea este asociată cu activarea cromatinei, iar metilarea determină inactivarea acesteia Cu toate acestea, această regulă simplă nu este întotdeauna respectată, iar natura site-ului modificat, precum și combinația diferitelor modificări, joacă un rol important Prin urmare, sunt cunoscute excepții atunci când, de exemplu, cromatina activă conține histone metilate în anumite poziții Specificitatea modificărilor este evidențiată de dovezile că pentru multe enzime există situsuri specifice pe histonele individuale Tabelul din Figura enumeră unele dintre modificări Majoritatea site-urilor suferă doar un singur tip de modificare În unele cazuri, modificarea unui sit poate avea un efect activator sau inhibitor asupra modificării altuia Noțiunea că o combinație de semnale poate fi utilizată pentru a determina tipul de cromatina este uneori numită codul histonelor Histone Modificare site Modificare Modificări funcționale Metilarea H Lys- Lys- Metilare Condensarea cromatinei; necesare pentru metilare Acetilarea Fosforilarea Ser- Acetilarea Lys- Previne metilarea Lys- Metilarea Lys- Oferă liniște telomerică Metilarea H Arg- Acetilarea Lys- Acetilarea Lys- Ansamblu de nucleozomi de acetilare Lys- ; Activare Fly X R IS, o și m = - Al doilea fir, Cn(T/A)w, conține un capăt proeminent care servește ca șablon pentru adăugarea bazelor într-o anumită ordine Enzima telomeraza este un complex ribonucleoproteic în care se află ARN Reluarea o matrice pentru sinteza unui lanţ bogat în guanină Aceasta rezolvă problema replicării la sfârșitul structurii duplex Telomerul stabilizează capetele cromozomilor deoarece regiunea monocatenar proeminentă Cn(T/A)W îndepărtează regiunile omoloage din primele unități repetate ale telomerului, formând o buclă și astfel nu apar capete libere Cromozomii perie de lampă la amfibieni și cromozomii politenici ai insectelor se caracterizează printr-o structură extrem de relaxată, iar coeficientul lor de împachetare este au multe proprietăți în comun Fiecare proteină nu funcționează ca o moleculă independentă, ci ca un polimer constând din multe subunități identice de proteine Așa cum mărgelele de pe un șir formează un colier, polimerii citoscheletului se aliniază în citoplasmă, legând împreună mii de subunități proteice Caracteristica principală a tuturor polimerilor citoscheletici este că nu sunt structuri statice, ci se formează și își pierd constant subunități O astfel de natură dinamică a polimerilor citoscheletici le permite să fie reorganizate, să formeze altele noi sau să promoveze funcționarea căilor de transport existente în conformitate cu nevoile intracelulare Deși toate cele trei tipuri de proteine structurale prezintă proprietăți comune, fiecare dintre ele are un unic OREZ O secțiune a unui fibroblast văzută la microscop electronic (stânga) Sunt vizibile numeroase filamente În imaginea din dreapta, cele trei tipuri de polimeri care alcătuiesc citoscheletul unei celule eucariote sunt evidențiate în culori diferite Fotografie prin amabilitatea Tatyana Svitkina Reproducere din J Struct Biol , voi , Svitkina, T et al , Improved Procedures pp - (r) cu permisiunea lui Elsevier OREZ Microtubuli în fibroblast Pentru a vizualiza microtubuli, celulele au fost tratate cu un colorant verde fluorescent Microtubulii sunt organizați în jurul unui punct central (marcat cu roșu) și se extind în citoplasmă Majoritatea microtubulilor sunt suficient de lungi pentru a ajunge de la o parte a celulei la alta Fotografie prin amabilitatea lui Lynn Cassimeri, Universitatea Lehigh Introducere Tew, ceea ce îl face cel mai potrivit pentru îndeplinirea anumitor sarcini în cușcă Prin urmare, cele trei tipuri de polimeri vor fi considerate separat, deși funcționează adesea împreună Acest capitol este dedicat microtubulilor Subunitatea principală care formează microtubuli este proteina tubulina Conectându-se între ele, moleculele de tubulină formează tuburi goale de aproximativ nm în diametru De aici și-au luat numele Un microtubul poate conține zeci și sute de mii de molecule de tubulină și poate ajunge la câțiva microni în lungime Astfel, microtubulii sunt capabili să se extindă mai mult de jumătate din lungimea majorității celulelor eucariote De obicei, celulele de interfaza conțin sute de microtubuli lungi care trec prin citoplasmă și conectează diferite regiuni ale celulei (Figura ) Microtubulii funcționează aproape întotdeauna împreună cu motoarele moleculare care se mișcă de-a lungul lor (vezi -^ Cum funcționează proteinele motorii) Aceste proteine motorii se atașează la diferite încărcături, inclusiv organele și vezicule, și le transportă pe suprafața microtubulilor, la fel ca camioanele se deplasează pe autostrăzi Microtubulii și proteinele motorii funcționează, de asemenea, împreună în separarea cromozomilor replicați în mitoză (vezi Mitoză) și formează baza structurilor mobile care sunt folosite de celulă pentru a se deplasa prin fluid sau pentru a permite fluidului să se miște de-a lungul suprafeței sale (vezi - Cilii și flagelii sunt structuri în mișcare) Microtubulii și proteinele motorii sunt chiar folosite de viruși precum HIV și adenovirusuri, astfel încât să poată ajunge rapid la nucleu și să se reproducă Molecule mici de compuși organici care perturbă polimerizarea microtubulilor sunt folosite în medicină și agricultură Substanțele care sunt mai mult sau mai puțin capabile să stabilizeze microtubulii blochează mitoza și sunt utilizate ca agenți pentru tratamentul cancerului O astfel de substanță este paclitaxelul (Taxol(tm)), a cărui formulă este prezentată în Fig și care este utilizat pentru a trata cancerul ovarian și de sân Taxolul se leagă de microtubuli și îi stabilizează, prevenind disocierea subunităților tubulinei Colchicina (vezi Figura ) este o altă otravă care are efectul opus asupra microtubulilor, adică îi determină disocierea Medicamentul este utilizat pentru a trata guta, deoarece distrugerea microtubulilor blochează migrarea globulelor albe responsabile de procesul inflamator din această boală Substanțele cu greutate moleculară mică care afectează tubulina își găsesc aplicații importante în agricultură De exemplu, Zoxamide(tm) (vezi Figura ) este un fungicid care se leagă în mod specific de tubulinele fungice, prevenind astfel creșterea acestora Medicamentul este utilizat Taxol(tm) colchicina OREZ L Structura a trei molecule organice mici care perturbă asamblarea sau dezasamblarea microtubulilor Paclitaxelul (TaxolTM) și colchicina sunt produse naturale formate în mai multe plante (tisa Pacificului și, respectiv, colchicum de toamnă) Zoxamide TM este o substanță sintetică care a fost descoperită prin screening-ul unui număr mare de compuși diferiți cu greutate moleculară mică în testul de disfuncție a microtubulilor pentru a combate ofilirea tardivă a cartofilor prin Fusarium, o boală fungică care a cauzat un eșec masiv al recoltei de cartofi în Irlanda în În prezent, există o căutare activă de noi medicamente care se pot lega de tubulină și pot fi utilizate în medicină și agricultură CAPITOLUL Microtubuli Funcțiile generale ale microtubulilor Puncte cheie Microtubulii susțin structura celulară, deoarece sunt cei mai puternici dintre polimerii citoscheletici Microtubulii sunt rezistenți la compresie Procesele dinamice de asamblare și dezasamblare a microtubulilor au loc în celulă, permițând reorganizarea rapidă a citoscheletului Celulele pot oferi o natură mai mult sau mai puțin dinamică a funcționării microtubulilor, oferindu-le capacități de adaptare mai mari (cu o natură mai dinamică) sau crescându-le stabilitatea (cu o natură mai stabilă) Conform cerințelor specifice, diferitele celule sunt caracterizate de o organizare specifică a microtubulilor Experimente simple care perturbă microtubulii ilustrează importanța acestor componente citoscheletice Sub acțiunea unor substanțe asemănătoare colchicinei, subunitățile tubulinei legate între ele se pot depolimeriza (vezi / Introducere) Aceste substanțe blochează formarea de noi microtubuli, provocând un dezechilibru între formarea constantă și degradarea componentelor citoscheletice Microtubulii care au suferit depolimerizare nu se pot recupera, ceea ce duce în curând la pierderea tuturor microtubulilor din citoplasmă De obicei, în timpul depolimerizării microtubulilor, majoritatea celulelor capătă o formă sferică Organizarea internă a celulelor este, de asemenea, perturbată Complexul Golgi, care este de obicei localizat lângă nucleu sub forma unei structuri discrete, formează fragmente împrăștiate în întreaga celulă EPR, care este o rețea care străbate întreaga citoplasmă, se adună în jurul nucleului, deoarece este conectat la învelișul nuclear Când substanțele care depolimerizează microtubulii sunt îndepărtate, toate aceste modificări dispar Rețeaua de microtubuli este restabilită, forma celulei revine, iar EPR și aparatul Golgi își iau poziția anterioară Acest experiment simplu ilustrează funcția microtubulilor în organizarea structurii și motilității celulare În celulă, funcțiile microtubulilor sunt determinate de două dintre proprietățile lor, care sunt de natură contradictorie: microtubulii pot acționa ca elemente structurale rigide și, în același timp, pot fi ușor distruși Natura structurii și diametrul relativ mare al microtubulilor asigură rigiditatea lor relativă și rezistența la compresie În acest sens, ele seamănă cu un furtun de apă, care poate fi îndoit pe o distanță considerabilă, dar nu se comprimă Cu toate acestea, spre deosebire de furtun, microtubulii sunt foarte dinamici în natură Ele sunt în mod constant mărite sau scurtate prin adăugarea sau pierderea subunităților Scurtarea microtubulilor poate avea consecințe deosebit de semnificative, deoarece aceasta reduce adesea semnificativ lungimea acestora, până la eliminarea completă O O imagine realizată la microscop fluorescent arată aproximativ celule în care sunt vizibili microtubuli și cromozomi Una dintre celulele mitotice, în care microtubulii sunt asamblați într-un fus mitotic, este înconjurată de celule de interfază Reorganizarea microtubulilor care are loc atunci când o celulă intră în mitoză este profundă, dar necesită doar câteva minute Fotografie prin amabilitatea lui Lynn Cassimeri, Universitatea Lehigh decese După asamblare, microtubulii tind să se disocieze și adesea celula folosește alte proteine pentru a le stabiliza și a preveni acest proces Deși capacitatea de a se prăbuși pare ciudată pentru elementele structurale, o astfel de instabilitate are marele avantaj de a permite dezasamblarea și reorganizarea microtubulilor, dacă este necesar, în câteva minute Un exemplu în acest sens este restructurarea completă a rețelei de microtubuli, care are loc la începutul mitozei și durează doar câteva minute (Fig / b) Un alt exemplu este reorganizarea microtubulilor care are loc în dezvoltarea ovocitelor și ilustrează natura extinsă a acestui proces ₽ arată ovocitul broaștei Xenopus laevis În diametru, are aproximativ mm în diametru și conține aproximativ o jumătate de milion de microtubuli, a căror lungime medie ajunge la de microni Dacă toate subunitățile acestor microtubuli sunt extinse într-o linie continuă, atunci lungimea acesteia va fi de m, adică trei terenuri de fotbal În ciuda unui număr atât de mare de microtubuli, atunci când un ovocit este stimulat să se maturizeze într-un ovul, întregul citoschelet se depolimerizează și se reorganizează în de minute Pentru unele celule, natura dinamică a microtubulilor înseamnă mai mult decât capacitatea de a trece rapid de la un tip de citoschelet la altul De exemplu, un fibroblast trebuie să se poată mișca în corp și, în același timp, să-și schimbe direcția Funcțiile generale ale microtubulilor OREZ Un ovocit matur de Xenopus laevis este o celulă mare care conține microtubuli dens Două fotografii arată microtubuli localizați aproape de marginile ovocitului În ciuda numărului mare de microtubuli prezenți și a faptului că lungimea lor totală atinge o valoare semnificativă, aceștia sunt capabili să se demonteze complet în câteva minute Fotografie prin amabilitatea lui David L Gard, Universitatea din Utah Fig l Forma diferită a celor două tipuri de celule necesită o organizare diferită a microtubulilor lor Microtubulii individuali sunt vizibili în fibroblastul uman, începând dintr-un punct din apropierea nucleului și extinzându-se prin citoplasmă Într-un neuron, microtubulii sunt împachetati împreună în structuri lungi și subțiri care se extind în afara corpului celular Fotografie prin amabilitatea lui Lynn Cassimeri, Universitatea Lehigh (stânga) și G Withers, Colegiul Wittman (dreapta) circulaţie În aceste celule, microtubulii sunt organizați ca structuri radiale radiale care se extind dintr-un singur punct din apropierea nucleului (Figura ) Acești microtubuli sunt de scurtă durată, doar pentru o fracțiune din timpul necesar celulei pentru a parcurge o anumită distanță Fibroblastul poate continua să se miște chiar dacă toți microtubulii au suferit depolimerizare Interesant, însă, fără microtubuli, celula nu poate schimba direcția Aparent, acest lucru necesită natura dinamică a microtubulilor Neuronul este foarte diferit ca formă și comportament față de fibroblast (Fig ) Un neuron este o celulă fixă, care se caracterizează printr-un corp mic și procese care ies din acesta (axoni și dendrite), răspândindu-se pe distanțe lungi În interiorul proceselor trece un sistem de microtubuli Acești microtubuli transportă cantități mari de vezicule și alte materiale către și dinspre sinapse Spre deosebire de microtubuli prezenți în fibroblaste, procesele neuronale sunt stabile și joacă un rol major în furnizarea structurii celulare În timpul depolimerizării, procesele sunt distruse încet Astfel, neuronii folosesc caracteristicile structurale ale microtubulilor pentru a crea elemente structurale stabile Deși neuronii maturi folosesc microtubuli pentru a-și consolida structura, neuronii în creștere o fac - II , £ În stânga sus, este afișat un neuron, din corpul căruia pleacă mai mulți axoni La capătul fiecărui axon se află un con de creștere (indicat cu albastru) Fotografia principală arată o vedere mărită a conului de creștere al axonului drept Microtubulii sunt colorați în roșu, iar filamentele de actină în albastru Fotografie prin amabilitatea Dr Leif Demelt și Dr Shilly Halpain, Institutul de Cercetare Scripps CAPITOLUL Microtubuli Drojdia S pombe (stânga) conține relativ puțini microtubuli, grupați și localizați în centrul celulei Microtubulii transportă factorii de creștere până la capătul celulei În celulele roșii din sânge amfibiene (dreapta), un mănunchi inelar de microtubuli se află sub membrana plasmatică și ajută celula să facă față tensiunii în timp ce trec prin capilare Fotografie prin amabilitatea lui Fong T Tran Universitatea din Pennsylvania (stânga) și Lynn Cassimeri, Universitatea Lehigh (dreapta) Ele folosesc, de asemenea, proprietățile dinamice ale microtubulilor Pe măsură ce neuronii încep să crească și să formeze sinapse cu alți neuroni, corpurile lor celulare formează excrescențe subțiri care devin axoni și dendrite La sfârșitul fiecărei excrescențe se află o zonă mobilă foarte activă numită con de creștere, care poate fi văzută pe și Conurile de creștere se răspândesc pe distanțe lungi și, pe măsură ce progresează, în spatele lor se formează excrescențe Conurile de creștere conțin microtubuli dinamici care funcționează în același mod ca în fibroblastele mobile și promovează mișcarea conurilor de creștere Astfel, neuronii înșiși decid în ce momente și în ce locuri celulele microtubulilor ar trebui să dobândească un caracter dinamic și când ar trebui să rămână stabile Capacitatea de a regla starea dinamică a microtubulilor în timp și spațiu este o proprietate comună a tuturor celulelor Microtubulii sunt organizați în funcție de nevoile individuale ale fiecărei celule Două tipuri de celule de formă similară sunt reprezentate pe ■/i : drojdia unicelulară fisionabilă Schizosaccharomyces pombe și eritrocitele nucleate ale unor vertebrate, cum ar fi păsările și amfibienii În ambele cazuri, celulele au o formă alungită, dar microtubulii lor sunt organizați diferit În celulele S pombe, fasciculele de microtubuli sunt orientate longitudinal și îndreptate spre marginea celulei, unde se acumulează componentele necesare creșterii celulelor polare Fasciculele de microtubuli poziționează, de asemenea, nucleul în centrul celulei În celulele pombe, microtubulii nu îndeplinesc o funcție de protecție împotriva influențelor mecanice, deoarece sunt protejați de peretele celular În celulele roșii din sânge, se găsește o organizare complet diferită a microtubulilor, deoarece aceștia, la fel ca toate celulele animale, nu au un perete celular Aceste celule sunt dau mănunchiuri de microtubuli, combinate împreună cu membrana plasmatică într-o structură situată de-a lungul periferiei celulei (așa-numitul fascicul marginal) Microtubulii fasciculului marginal asigură rigiditate membranei celulare; proteinele ankerina și spectrina au aceeași funcție în celulele roșii ale mamiferelor Exemplele date ilustrează funcțiile generale ale microtubulilor și ridică multe întrebări Cum sunt microtubulii capabili să se asambleze și să se disocieze atât de repede? Cum reglează celulele dinamica asamblarii și dezasamblarii microtubulilor? Ce determină organizarea microtubulilor într-o celulă? Cum sunt microtubulii care formează citoscheletul implicați în mișcarea celulelor? Vom răspunde la toate aceste întrebări în acest capitol Microtubulii sunt polimeri polarizați ai a- și Ș-tubulinei Puncte cheie Microtubulii sunt polimeri goali ai heterodimerilor tubulinelor și au o structură goală Prezența legăturilor laterale între protofilamente stabilizează microtubulii și limitează adăugarea și îndepărtarea subunităților la capetele microtubulilor Microtubulii sunt polimeri polarizați Capetele lor plus se termină în β-tubulină și sunt asamblate mai rapid Capetele negative conțin a-tubulină și merg mai încet Microtubulii sunt polimeri polarizați ai a- și p-tubulinei L Structura tridimensională a heterodimerului tubulinei, principalul bloc de construcție al microtubulilor Lanțurile polipeptidice care constituie două subunități proteice sunt evidențiate cu auriu și roșu cupru, iar două molecule GTP asociate fiecărui heterodimer sunt evidențiate cu verde Se poate observa asemănarea structurilor celor două subunități și aranjarea lor în complex ca "cap la coadă" În partea de jos, este reprezentat schematic un dimer de tubulină Modificat din Nogales, E , Wolf, SG și Downing, K H Nature : - Microtubulii sunt implicați într-o varietate de funcții celulare și, în același timp, structura microtubulilor și a subunităților lor în diferite celule, de la drojdie la om, este aproape aceeași Următoarele secțiuni vor descrie structura microtubulilor, precum și procesul de asamblare (și disociere) a acestora din subunitățile purificate in vitro Deși comportamentul microtubulilor într-o eprubetă este oarecum îndepărtat legat de situația din celulă, trebuie înțeles, deoarece principalele proprietăți ale microtubulilor înșiși sunt elucidate Acest lucru, la rândul său, ne permite să aflăm cum celula organizează microtubulii și le permite să funcționeze Tubulina este unitatea structurală de bază a microtubulilor Este un heterodimer format din două proteine strâns legate, a- și p-tubulină Aceste proteine au % aceeași structură primară și nu se găsesc niciodată singure În toate cazurile, o moleculă de α-tubulină și o β-tubulină sunt legate împreună pentru a forma un heterodimer de kDa Acest heterodimer este denumit în mod obișnuit "tubulină" pentru simplitate, pentru a evidenția faptul că funcționează întotdeauna ca o unitate Deoarece a- și p-tubulina sunt rotunde, heterodimerul lor este similar cu un fruct de arahide (Fig li) Această structură a fost studiată la rezoluție atomică: a- și p-tubulina au o structură similară și sunt dispuse "liniar" în dimer, astfel încât partea din față a moleculei uneia să fie adiacentă părții din spate a moleculei celeilalte Fiecare moleculă de a- și p-tubulină leagă o moleculă de GTP Structura heterodimerului tubulinei arată că GTP-ul asociat cu α-tubulina este situat în apropierea locului contactului său cu β-tubulina (vezi Fig ) Acest GTP nu hidrolizează sau schimbă niciodată cu nucleotidele în soluție Dimpotrivă, GTP legat de p-tubulină este deschis pe cealaltă parte a heterodimerului și poate fi schimbat cu nucleotide în soluție (vezi Fig ) În timpul asamblarii microtubulilor, GTP este hidrolizat la GDP Această hidroliză duce la o modificare a conformației heterodimerului tubulinei, care joacă un rol important în transformările dinamice ale microtubulilor Microtubulii sunt polimeri proteici alcătuiți din mii de subunități de tubulină organizate în structuri goale De obicei, un microtubul constă din lanțuri liniare de subunități dispuse paralel în lungime; fiecare fir se numește protofilament Aceste protofilamente, prezentate în Figura - , se unesc lateral pentru a forma un microtubul Deși este posibil să se formeze un microtubul din - protofilamente, cele mai multe dintre ele prezente în celule sunt formate din protofilamente Un astfel de microtubul are un diametru de nm, adică de cinci ori grosimea peretelui său OREZ Structura unei mici secțiuni a unui microtubul În protofilament, heterodimerii individuali de tubulină sunt localizați unul după altul, iar protofilamentele în sine sunt interconectate prin legături laterale, formând un tub gol Toți heterodimerii sunt orientați în același mod - subunitățile p sunt situate la un capăt al microtubulului, iar subunitățile a la celălalt Partea superioară a figurii prezintă o micrografie electronică a unui microtubul polimerizat din tubulină purificată Fotografie oferită de Lynn Cassiery, Universitatea Lehigh (stânga) și microfotografia de Harold Erickson, Școala de Medicină a Universității Duke (dreapta) CAPITOLUL Microtubuli Heterodimerii de tubulină sunt conectați în mod cap la coadă de-a lungul lungimii fiecărui protofilament (vezi Figura ) În majoritatea protofilamentelor adiacente, α-tubulinele sunt situate mai aproape de alte β-tubuline și | -tubuline de alte | -tubuline Deoarece protofilamentele adiacente nu sunt strict aliniate între ele, există o discontinuitate sau o cusătură în care a-tubulinele unui protofilament sunt adiacente la | -tubulinele următoare Este posibil ca această sutură să joace un rol important în asamblarea microtubulilor Fiecare heterodimer de tubulină dintr-un microtubul formează legături necovalente puternice cu heterodimerii vecini După cum este descris schematic în și h, aceste legături necovalente apar în direcțiile longitudinale și laterale între dimerii din protofilament O legătură longitudinală este mai puternică decât o legătură laterală, dar prezența legăturilor laterale multiple face polimerul puternic Este ușor de demonstrat de ce este așa Subunitățile dintr-un singur protofilament sunt conectate numai prin legături longitudinale Toate legăturile au aceeași rezistență, așa că sunt la fel de probabil să se rupă Acest lucru face ca un protofilament să fie capabil de fragmentare (vezi Figura ) Într-un microtubul, subedi firele din mijlocul polimerului formează, de asemenea, legături laterale cu subunități din protofilamentele adiacente Pentru a rupe un microtubul, este necesar ca toate cele protofilamente să-și rupă simultan legăturile longitudinale în același loc Acesta este un eveniment extrem de puțin probabil și, prin urmare, microtubulii se sparg extrem de rar Prezența legăturilor laterale între subunități face, de asemenea, puțin probabilă disocierea dimerilor de tubulină în mijlocul microtubulului, deoarece eliberarea dimerului în acest caz necesită ruperea simultană a mai multor legături În schimb, subunitățile sunt adăugate doar la capetele filamentelor, unde se disociază La aceste locuri, fiecare subunitate este atașată de restul microtubulului prin mai multe legături (vezi Fig ) Preparatele purificate de heterodimeri de tubulină sunt capabile să formeze spontan legături laterale și longitudinale, ducând la formarea de microtubuli Prin urmare, asamblarea microtubulilor este un proces de auto-asamblare în care toate informațiile necesare pentru a construi structura finală sunt conținute în subunități Exemple de procese de autoasamblare sunt și polimerizarea filamentelor de actină și asamblarea capsidelor unor virusuri Heterodimerii tubulinei formează legături longitudinale (de-a lungul lungimii protofilamentului) și legături laterale (între subunitățile din protofilamentele adiacente) Protofilamentele singulare tind să se disocieze, deoarece toate legăturile au aceeași rezistență și sunt la fel de probabil să se rupă Prezența legăturilor laterale în microtubul face puțin probabil ca polimerul să se rupă în mijloc Subunitățile sunt adăugate sau disociate numai la capetele microtubulilor, unde fiecare este ținută de mai puține legături decât la mijloc Pentru simplitate, sunt prezentate doar trei protofilamente Microtubulii sunt polimeri polarizați ai a- și | -tubulinei fibroblast celulă epitelială Neuron • II În fiecare dintre cele trei tipuri de celule, toți microtubulii au aceeași polaritate Acest lucru permite ca polaritatea microtubulilor să fie utilizată ca un indicator sensibil al direcției în citoplasmă De exemplu, într-o celulă epitelială, direcția de la "+" la "-" înseamnă "sus" Forma celulei și capacitatea acesteia de a distinge zonele specializate de la suprafață sau din interior depind de polaritatea microtubulilor Natura aranjamentului subunităților într-un microtubul determină diferențele în structura capetelor acestuia (vezi Fig ) În fiecare protofilament, toți heterodimerii de tubulină sunt orientați în același mod, iar în cadrul unui microtubul, toate protofilamentele sunt, de asemenea, orientate în același mod Astfel, capacul | -tubulină este deschis la un capăt al microtubulului (numit capătul plus), în timp ce α-tubulina este deschisă la celălalt capăt (capătul minus) Această organizare conferă microtubulului două proprietăți foarte importante În primul rând, cele două capete ale sale devin diferite din punct de vedere structural și se comportă diferit După cum vom vedea, celulele profită adesea de această proprietate, de exemplu prin reglarea ansamblului independent la cele două capete ale microtubulului În al doilea rând, fiecare microtubul este o structură polară (adică are bidirecționalitate internă) și poate fi considerat direcționat într-un anumit mod Această polaritate este caracteristică întregului microtubul, nu doar capetele acestuia Trebuie doar să privim suprafața microtubulului în orice punct, chiar și situat în mijloc, și se poate determina direcția capetelor plus și minus Polaritatea microtubulilor le permite să funcționeze ca căi bidirecționale pentru motoarele moleculare ale proteinelor și este esențială pentru rolul lor în organizarea intracelulară ilustrează organizarea microtubulilor după polaritatea lor De exemplu, în fibroblaste și alte celule cu un aranjament radial de microtubuli, acestea sunt organizate în așa fel încât capetele lor minus sunt îndreptate spre centrul celulei, iar capetele lor plus sunt îndreptate către periferia acesteia În celulele epiteliale, microtubulii sunt aranjați paralel unul cu celălalt și merg de sus în jos, cu capetele plus localizate în partea de jos și în minus în partea de sus În mod similar, toți microtubulii dintr-un axon sunt orientați în aceeași direcție Pentru fiecare tip de celulă, polaritatea microtubulilor este esențială pentru menținerea structurii și funcției acestora Subunitățile de tubulină purificată se adună în microtubuli Puncte cheie • Polimerizarea microtubulilor începe cu formarea unui număr de situsuri de polimerizare (complecși de polimeri mici) • Microtubulii se formează prin adăugarea de subunități de tubulină la ambele capete • Soluția păstrează întotdeauna o concentrație critică de subunități de tubulină Pentru ca asamblarea tubului să aibă loc, concentrația de tubulină trebuie să fie peste o anumită valoare critică Microtubulii sunt formați prin polimerizarea unităților de tubulină Acest proces poate fi studiat in vitro folosind preparate de tubulină purificată Pentru a forma microtubuli, tubulina și GTP sunt mai întâi dizolvate într-un tampon adecvat, apoi soluția este încălzită la °C pentru a începe polimerizarea (aceste condiții sunt utilizate atunci când se studiază polimerizarea tubulinei din celulele de mamifere) Formarea microtubulilor este ușor de monitorizat folosind măsurători de difuzie a luminii, deoarece, spre deosebire de moleculele de tubulină, rezultatul CAPITOLUL Microtubuli b Ilustrare grafică a dependenței de educație microtubuli polimerici din timp până la polimerizarea tubulinei purificate in vitro Inițial, nu are loc nicio formare de polimer Apoi, cantitatea sa crește liniar în timp și atinge un platou În fiecare dintre cele trei etape, au loc procese moleculare diferite produsele polimerice împrăștie lumina Cantitatea de împrăștiere a luminii este proporțională cu cantitatea de polimer rezultat care formează microtubuli * arată dependența formării polimerului în timp Începutul procesului este precedat de o perioadă de întârziere în care polimerul nu se formează Apoi începe formarea polimerului, a cărui cantitate crește liniar până se ajunge la un platou Faza inițială în care nu este detectat niciun polimer se numește faza de nucleare spontană În timpul acestei faze inițiale de întârziere, încep să se formeze centre mici de polimerizare, constând doar din câteva subunități de tubulină b) Aceste prețuri tras sunt instabile, deoarece este mai probabil să se disocieze decât să atașeze subunități suplimentare Cu toate acestea, unele pot crește și mai mult Când un număr suficient de subunități ( - ) a fost combinat, centrul devine stabil, deoarece este mai probabil să înceapă să crească decât să se disocieze Deoarece formarea centrelor de polimerizare suficient de mari este dificilă, apariția lor este o etapă care limitează rata de formare a microtubulilor Celulele au complexe proteice specifice care le permit să depășească rata scăzută de polimerizare spontană, să accelereze etapa de nucleare și să stabilească timpul de debut al acesteia O creștere liniară a cantității de polimer are loc datorită atașării subunităților de tubulină la capetele centrelor de formare a microtubulilor ("nuclei"), care se formează în timpul nucleării spontane Fiecare microtubul este alungit prin adăugarea de subunități la ambele capete (plus și minus) Apare și disocierea subunităților, dar la o frecvență mult mai mică Ca urmare, există o creștere a subunităților, așa cum se arată în Fig ,; i> Rata globală de creștere este determinată de rata de adăugare a subunităților și disocierea lor și este descrisă de ecuația : dP / dt \u d kt [tubul și n] - k ", unde dP/dt este cantitatea de polimer format pe unitate de timp, [tubulină] este concentrația moleculelor de tubulină în soluție, kon este constanta de viteză a poli- rII L Schema simplificată de nucleare a microtubulilor Un număr mic de dimeri se pot combina, dar de obicei complexul se descompune Cu toate acestea, în unele cazuri se adaugă dimeri suplimentari și are loc asocierea lor Dacă s-a format un complex de - dimeri, atunci este mai probabil să continue să crească Se formează un strat mic de protofilamente, care în cele din urmă formează un microtubul scurt, adesea denumit "sămânță" C-J' După formarea unei semințe de microtubuli, aceasta se alungește datorită adăugării de subunități de la ambele capete Un capăt crește mai repede decât celălalt Această creștere duce la o creștere liniară a cantității totale de polimer care apare după faza de nucleare spontană Subunitățile de tubulină purificată se adună în microtubuli merizare (unitatea M s- ), și &off - ratele de disociere (unitățile s- ) Constantele vitezei pentru capetele plus și minus ale microtubulilor sunt diferite și, prin urmare, fiecare capăt al polimerului are propria sa ecuație După cum rezultă din ecuația , cu o concentrație mai mare de tubulină, microtubulii se formează mai repede În cele din urmă, cantitatea de polimer atinge un maxim pe măsură ce sistemul atinge o stare de echilibru, la care adăugarea de subunități este echilibrată prin disocierea lor Când s-a format cantitatea maximă de polimer, unele dintre subunitățile tubulinei rămân în soluție Această concentrație de tubulină se numește concentrație critică (Cc) și este aceeași indiferent de concentrația inițială Dacă exprimăm concentrarea critică în mod matematic, este ușor de înțeles de ce este așa În starea de echilibru, nu are loc formarea unui polimer și așa dP/dt în ecuația este zero În această condiție, ecuația este rezolvată pentru tubulină: [tubulină] = Cc = k n/kt Concentrația critică pentru tubulina purificată este de aproximativ μM Deoarece aceasta este concentrația de subunități care rămâne întotdeauna în soluție într-o stare de echilibru, concentrația de dimeri de tubulină trebuie să fie peste concentrația critică, astfel încât polimerul să se poată forma În mod similar, dacă polimerii sunt prezenți la echilibru într-o cantitate mare, atunci concentrația totală de tubulină este redusă, atunci polimerii încep să se disocieze, iar numărul lor scade Aceasta se oprește atunci când concentrația subunităților solubile de tubulină atinge din nou o valoare critică Astfel, concentrația critică poate fi reprezentată ca minimă necesară pentru formarea microtubulilor O întrebare importantă este soarta microtubulilor individuali la apariția unei stări de echilibru Cea mai simplă posibilitate este ca, la fel ca majoritatea reacțiilor chimice, polimerizarea microtubulilor la ambele capete să ajungă la o stare de echilibru cu moleculele de tubulină în soluție Dacă acesta ar fi cazul, ar exista foarte puțin schimb de subunități de microtubuli Motivele pentru aceasta vor fi precizate (vezi, de asemenea, '^' ) Datele experimentale, totuşi, indicați contrariul: în starea de echilibru, adăugarea și disocierea subunităților are loc destul de intens, adică mult mai intens decât se poate aștepta pe baza conceptelor de schimb în starea de echilibru Aceasta sugerează că în realitate există un proces mai complex decât realizarea unui echilibru simplu Mecanismele responsabile pentru un astfel de schimb îmbunătățit de componente polimerice sunt fundamentale pentru înțelegerea comportamentului microtubulilor și sunt discutate în secțiunea următoare Asamblarea și dezasamblarea microtubulilor are loc într-un proces specific numit instabilitate dinamică Puncte cheie Microtubulii trec constant de la faza de creștere la faza de scurtare; acest proces este denumit instabilitate dinamică Trecerea de la o stare de creștere la o stare de scurtare se numește catastrofă Trecerea de la o stare de scurtare la o stare de creștere se numește mântuire Populația de microtubuli crește și se scurtează asincron; în orice moment, majoritatea dintre ele sunt în stadiul de creștere și o parte mai mică sunt în stadiul de scurtare Structura capetelor de creștere și scurtare ale microtubulilor este diferită: capetele de creștere au proeminențe de protofilamente, în timp ce cele de scurtare sunt caracterizate de zone care deviază departe de axa microtubulilor EXP: -OOO Experimentele in vitro întreprinse pentru a elucida dinamica și cinetica polimerizării microtubulilor au folosit inițial metode precum împrăștierea luminii Această metodă ar putea măsura doar cantitatea totală de polimer prezentă la un moment dat La mijlocul anilor au fost dezvoltate metode de imunofluorescență și microscopie electronică, care au făcut posibilă măsurarea gradului de polimerizare a tubulinei Spre deosebire de împrăștierea luminii, aceste metode au făcut posibilă vizualizarea microtubulilor individuali Mai târziu, acești microtubuli au putut fi numărați și măsurată lungimea lor Rezultatele acestor experimente s-au dovedit a fi complet neașteptate și au ajutat să răspundă la întrebarea de ce schimbul de subunități de tubulină în polimer are loc într-un ritm mai rapid decât s-ar fi așteptat pe baza conceptului de stabilire a echilibrului (vezi II: ZhG) Dacă microtubulii ar fi polimeri de echilibru, atunci în starea de echilibru ar prezenta doar modificări minore în lungime, iar numărul lor total nu s-ar modifica semnificativ în timp Cu toate acestea, folosind metode noi, a fost posibil să se arate că în starea de echilibru (corespunzător platoului din Fig ), atât lungimea cât și numărul de microtubuli se modifică Pe o perioadă de aproximativ de minute, unii microtubuli devin de zece ori mai lungi, în timp ce numărul lor total scade Experimente suplimentare care examinează microtubuli formați pe centrozom (loturi stabile de nucleare; vezi, de asemenea, inițierea ansamblului celular folosește centre de organizare a microtubulilor) au dat, de asemenea, rezultate neașteptate Mai întâi, microtubulii au fost polimerizați pe centrozom și apoi proba a fost diluată la o concentrație de tubulină sub valoarea critică În cazul unui polimer de echilibru, toți microtubulii ar începe imediat să se dezambleze, iar acest proces ar continua până la restabilire CAPITOLUL Microtubuli Lungimea microtubulului inaltime, Dezastrul J Scurtarea Timp (e) microtubul Loc de nucleare stabil Un singur microtubul crește dintr-un situs stabil de nucleare in vitro Capătul minus este atașat de structura de nucleare, iar capătul plus este liber Creșterea microtubulilor este înregistrată în timp folosind microvideografie Procesul este reprezentat și grafic La început, microtubulul crește, apoi începe să se scurteze brusc După ce atinge lungimea minimă, începe să crească din nou La scurt timp după, are loc a doua catastrofă, iar microtubulul este complet dezasamblat Rețineți că dezasamblarea are loc de câteva ori mai repede decât creșterea În partea de sus a fiecărui cadru video este timpul în secunde Imagini video oferite de Lynn Cassimeri, Universitatea Lehigh concentrare critică Cu toate acestea, deși unii microtubuli s-au disociat într-adevăr, restul au continuat să se polimerizeze, adică rezultatul obținut s-a dovedit a fi inconsecvent cu ideea unui polimer de echilibru Aceste și alte rezultate au făcut posibilă propunerea unui model de polimerizare a microtubulilor în timpul unui proces numit instabilitate dinamică În acest proces, microtubulii sunt în mod constant fie în faza de creștere, fie în faza de scurtare și există tranziții bruște între aceste faze Aceste tranziții sunt numite catastrofă dacă există o trecere de la creștere la scurtare și mântuire dacă scurtarea este înlocuită cu creștere Modelul de instabilitate dinamică a fost confirmat prin studii folosind metoda microscopiei luminoase prin observarea creșterii și scurtării microtubulilor individuali Pe atp F ADP-Pn D ATP y A ? ? > eu La GATP c- ADP ATP ATP - V *• • -L V ATP \ L - / - " , МІ X О ADP, ATP V' (^ ' "ADP-FN L : Cadre de animație video care arată mișcarea coordonată a două capete de kinesină de-a lungul unui microtubul Cele două capete (etichetate și ) sunt evidențiate cu albastru, regiunea supercoilată cu gri și regiunea de legătură a gâtului în galben (când este cu fața în față) și roșu (când este cu fața în spate) Pentru simplitate, este prezentat un singur protofilament de microtubuli a-, | -subunitățile tubulinei sunt evidențiate în alb, respectiv verde, iar capătul plus este în dreapta Animație prin amabilitatea lui Ron Milligan, Scripps Research Institute Ronald Weil, Howard Hughes și Graham Johnson Medical Center, fiVth com capul "știe" ce face celălalt? Aparent, comunicarea dintre capete se realizează folosind elemente de legătură pentru gât Când ambele capete de kinesină sunt atașate ferm de microtubul, elementele de legătură ale gâtului sunt îndreptate și sub presiune mecanică Evident, acest lucru le permite șefilor să comunice între ei și să-și coordoneze activitățile (de exemplu, ciclul ATPazei) Prezența stresului mecanic indică unui cap că celălalt este ferm atașat de microtubul Deci un cap poate în siguranță se desprind de microtubul Din cauza stresului mecanic, activitatea capetelor este probabil coordonată, în urma căreia se stabilește cât de repede trec diferitele etape ale ciclului ATPazei De exemplu, dacă stresul mecanic a provocat o accelerare semnificativă a eliberării de fosfat, atunci capul antrenat nu s-ar desprinde de microtubul până când capul de antrenare a fost legat ferm Mobilitatea dineinelor este, de asemenea, asociată cu o creștere a modificărilor conformaționale, cu toate acestea, modificări structurale Cum funcționează proteinele motorii niya apar la o distanță și mai mare Kinesina și dineina se deplasează de-a lungul microtubulului în pași de nm, ceea ce este echivalent cu lungimea unui heterodimer de tubulină Kinesina se deplasează "cu grijă" de-a lungul protofilamentului, trecând de la un heterodimer la altul Pentru comparație, dineina, când se deplasează la capătul minus al microtubulului, "rătăcește" ca un pieton, pășind accidental între protofilamente Mecanismul de mișcare a kinezinelor le permite să se miște constant de-a lungul microtubulului (adică, mișcarea lor este extrem de "procesivă") De exemplu, în experimente in vitro, un motor kinesin cu bile de sticlă atașate la el (acționând ca o marfă convenabilă) și care conține două capete este capabil să facă sute și mii de pași de-a lungul microtubulului și, fără a se deconecta de la acesta, să miște bilele pe o distanta considerabila Capacitatea unui singur motor kinesin de a mișca un microtubul de marfă pe distanțe lungi se datorează faptului că fiecare cap motor petrece aproximativ jumătate din timp legându-se de microtubul, iar activitatea celor două capete este coordonată în așa fel încât cel puțin unul dintre ei este întotdeauna într-o stare conectată Existența motoarelor în care unul dintre cele două capete este întotdeauna asociat cu un microtubul este caracteristică funcționării individuale sau mici grupuri de motoare, de exemplu, care transportă vezicule Lucrând la un astfel de mecanism, ei sunt capabili să transporte mărfuri pe distanțe lungi Există și motoare în care un cap nu este întotdeauna conectat la microtubul, ceea ce le permite, împreună cu încărcătura, să piardă rapid contactul cu suprafața sa Motoarele care funcționează în grupuri mari, cum ar fi cele prezente în flageli (vezi Cilii și flagelii sunt structuri mobile), petrec mult mai puțin timp în starea legată de microtubuli decât motoarele care transportă vezicule Unele capete pot fi într-o stare legată și pot genera forță într-o structură care conține dineine (în flageli) Motoarele care și-au încheiat funcția părăsesc rapid microtubulul pentru a nu interfera cu alte motoare active care lucrează asupra acestuia Într-o celulă, multe organele se mișcă în două direcții: mai întâi, organele se mișcă într-o direcție de-a lungul microtubulului, apoi se rotesc și se mișcă în direcția opusă Aceste organite se leagă de dineine și membri ai grupului kinesinelor În acest caz, se pune întrebarea, ce le asigură mișcarea continuă într-o singură direcție? Pentru a explica mișcarea bidirecțională a organelelor, sunt propuse două modele, prezentate în r ' Motoare cu sens invers Competiţia între motoarele Coordonarea activităţii Motoarele de pe ambele părți sunt active: vezicula este transportată în direcția în care există mai multe motoare Motoarele de pe o parte sunt active: vezicula este transportată în direcția motorului activ FIGURA *- Posibile mecanisme de deplasare bilaterală a încărcăturii de-a lungul microtubulului În fiecare caz, ambele motoare care transportă mărfuri în direcțiile plus și minus sunt conectate la suprafața veziculei În figura din stânga, ambele tipuri de motoare sunt active, iar motorul care este capabil să dezvolte mai multă forță (probabil datorită faptului că este prezent în mai multe copii) determină direcția de mișcare a veziculei În figura din dreapta, activitatea motoarelor este coordonată în așa fel încât în orice moment motorul să fie activ, mișcând încărcătura într-o singură direcție Datele disponibile sugerează că celulele folosesc mecanismul prezentat în figura din dreapta, dar nu este clar cum este coordonată activitatea motoarelor CAPITOLUL Microtubuli luminozitatea pot concura între ele Deoarece ambele tipuri de motoare sunt mereu active, câștigă cel care este capabil să genereze mai multă forță (pentru că este prezent în număr mai mare) În schimb, activitatea motoarelor poate fi coordonată astfel încât un set de motoare să fie oprit în timp ce celălalt funcționează Este probabil ca cel de-al doilea mecanism să funcționeze în celulă, dar nu este clar cum este coordonată activitatea motoarelor pe suprafața veziculei Cum este conectată marfa cu motor potrivit Puncte cheie • Motorul comunică cu o marfă specifică prin domeniul cozii • Proteinele adaptoare asociate cu motorul sunt implicate în reglarea activității motorii și în legarea acesteia de marfă • Transportul bidirecțional al organelelor este asigurat de coordonarea funcționării motorului în direcțiile plus și minus Celula trebuie să transporte multe încărcături diferite în diferite părți ale citoplasmei Specificitatea este obținută prin potrivirea între marfă și motor Se pune întrebarea cum este atașat motorul necesar fiecărei marfă pentru a o livra la punctul dorit Kinezinele care se mișcă în direcția capului plus leagă veziculele care ies din aparatul Golgi și le transportă la membrana plasmatică sau la endozom Motoarele de transport la capătul negativ captează veziculele interiorizate de la periferia celulei și le livrează în centru Conectarea încărcăturii cu motorul corespunzător se datorează domeniul de coadă al acestuia din urmă Pentru o familie mare de proteine de transport kinesin, domeniile de coadă diferă și determină diversitatea motoarelor În ceea ce privește structura, domeniile motoarelor sunt mult mai asemănătoare între ele și nu afectează specificul încărcăturii În acest sens, domeniul cap poate fi comparat cu un motor comun tuturor vehiculelor, iar domeniul coadă cu remorci specifice încărcate cu anumite tipuri de marfă În general, domeniul de coadă al unui motor nu comunică direct cu încărcătura De obicei, o proteină adaptoare este atașată la proteina membranei pe o parte și coada motorului pe cealaltă Aceasta asigură legarea motorului de veziculă De exemplu, veziculele care ies din transnetul Golgi în endozomi conțin receptorul manoză- fosfat pe membranele lor Domeniul citoplasmatic al acestui receptor leagă complexul adaptor AP- , iar AP- se leagă de domeniul coadă kinezinei AP- este unul dintre adaptoarele obișnuite, deoarece leagă și clatrina în regiunea rețelei transversale Golgi, unde veziculele sunt desprinse Astfel, AP- leagă procesul de formare a veziculelor cu încărcarea motorului, ceea ce asigură pregătirea adecvată a veziculelor nou formate pentru procesul de transport (pentru mai multe despre AP- , vezi - Complexele adaptoare Bind Clathrin and Cargo Transmembrane Proteins} Legarea dineinei citoplasmatice de membrane este, de asemenea, efectuată folosind proteine adaptoare Adaptoarele cele mai pe deplin caracterizate includ complexul de dinactină Este format din șapte polipeptide și un filament scurt format din Arp , o proteină strâns legată de actină Conform unui model recent propus, prezentat în , filamentul Arp- leagă dineina de veziculele membranei prin asociere cu spectrina de pe suprafața citoplasmatică a membranei După caracter PROTEINA MEMBRANĂ SPECTRINĂ Ankerin DINACTIN COMPLEX DINEIN NuiS, / LE Model de legare a dineinei citoplasmatice la veziculele membranei cu participarea complexului de dineină (evidențiată în violet) Se crede că filamentul Agpi al complexului de dinactină este asociat cu spectrina membranei veziculelor în același mod în care filamentele de actină interacționează cu spectrina altor membrane Alte componente ale complexului dinactinic sunt asociate cu dineina și microtubuli Cum comunică încărcătura cu motorul corespunzător Theoru, această asociere amintește de interacțiunea dintre filamentele de spectrină și actină din rețeaua pe care o formează pe multe membrane și explică de ce dinastiile includ filamente asemănătoare actinei Împreună cu atașarea dineinei la membrană, dinaina ajută și dineina să rămână conectată la microtubul, ceea ce permite mișcarea Motoarele proteice transportă nu numai vezicule membranare Transportul unor ARNm și viruși este posibil, deși aceștia din urmă nu aparțin încărcăturii celulare obișnuite Transportul ARNm permite celulei să restrângă sinteza anumitor proteine la locuri specifice și să asigure livrarea ARNm în anumite zone ale celulelor mari De exemplu, în unii neuroni, ARNm-urile specifice sunt direcționate către axoni sau dendrite, unde se formează proteine specifice acestor domenii celulare înalt specializate Deoarece axonii și dendritele sunt mari, transportul ARNm în ele se realizează cu ajutorul motoarelor moleculare Mișcarea ARNm prin difuzie simplă ar fi prea lentă și nespecifică, împiedicând celula să creeze și să mențină existența unor astfel de structuri specializate extinse Similar cu veziculele membranare, proteinele adaptoare sunt folosite pentru a lega mARN-ul la domeniile cozii motorii Viruși precum HIV, virusul herpes și adenovirusul intră în celulă sub formă de capside proteice, în interiorul cărora se află un acid nucleic Pentru a se replica, o particulă virală trebuie să intre în nucleu și să profite de mașina de replicare a celulei Virușii se grăbesc la replicarea completă prin legarea de dineină imediat ce intră în celulă, deoarece acest lucru le permite să fie transportate din membrana plasmatică direct în nucleu Dinamica microtubulilor și motoarele în comun creează o organizare celulară asimetrică Puncte cheie Asimetria celulară este creată de sinergia dinamicii microtubulilor și a motoarelor Microtubulii lucrează împreună cu citoscheletul de actină pentru a asigura activitate motorie celulei și pentru a poziționa fusul de fisiune Poziția organelelor intracelulare și forma generală a celulei în ansamblu sunt adesea caracterizate de o asimetrie pronunțată Capacitatea unei celule de a crea două situsuri diferite, care diferă unul de celălalt în localizarea și orientarea organelelor și a secțiunilor specifice ale citoplasmei, este o proprietate fundamentală și extrem de importantă Deși celulele izolate pot exista fără această abilitate, așa celulele nu au mobilitate și nu pot forma celule specializate de o formă specifică necesară pentru crearea și existența unui organism pluricelular De exemplu, fibroblastele și alte celule mobile trebuie să se extindă la un capăt și să se contracte la celălalt pentru a se deplasa în corp și a răspunde la răni și infecții Capetele fiecărei celule trebuie să aibă activități diferite și să funcționeze într-o manieră coordonată Organizarea asimetrică a unei celule depinde de obicei de locația microtubulilor, de dinamica acestora și de mișcarea motoarelor proteice de-a lungul acestora Actina și filamentele intermediare participă, de asemenea, la organizarea arhitecturii interne a celulei, iar toate cele trei sisteme de filamente sunt interconectate și controlează reciproc proprietățile În această secțiune, luăm în considerare câteva exemple de funcționare a componentelor citoscheletice ale microtubulilor care au ca rezultat asimetria celulară Vor fi luate în considerare și cazuri care ilustrează funcționarea articulară a microtubulilor și a citoscheletului de actină În timpul dezvoltării, în timpul formării creierului, fiecare celulă nervoasă formează excrescențe numite axoni care contactează neuronii țintă pentru a forma sinapse; în acest caz, interacțiunea are loc între neuroni La capătul fiecărui axon se află un con de creștere Este o structură extrem de mobilă, bogată în actină și microtubuli, care se târăște înainte de-a lungul substratului (vezi Figura ) Conul de creștere prelungește axonul În timpul mișcării, în conformitate cu semnalele primite, conul de creștere își schimbă periodic direcția După ce a făcut o serie de întoarceri, el găsește ținta După aceea, mișcarea se oprește și se formează o sinapsă Microtubulii citoscheletici joacă un rol critic în mecanismul de rotație în timpul mișcării conului de creștere Acesta din urmă este o structură mare aplatizată, capabilă să se răspândească pe suprafața pe care are loc mișcarea În absența semnalelor direcționale externe, microtubulii dinamici posteriori conului de creștere se nucleează și cresc și se contractă într-o manieră asemănătoare unui evantai Când un con de creștere întâlnește un semnal, un răspuns este generat numai în zona mică a membranei plasmatice care este în contact cu semnalul După cum se arată în R, are loc un proces interesant Microtubulii din această regiune încep să crească spre sursa semnalului Deși MAP-urile responsabile pentru această creștere nu sunt cunoscute, este posibil ca activarea locală a MAP de către un semnal să permită microtubulilor să rămână în faza de creștere pentru o perioadă lungă de timp și să conducă la acumularea lor la locul unde apare semnalul Pe fig Figura prezintă cadre video ale microtubulilor din două conuri de creștere la câteva minute după ce au intrat în contact După reorientarea și alungirea microtubulilor, direcția plus CAPITOLUL Microtubuli Două conuri de creștere se deplasează unul spre celălalt Zonele marcate cu albastru sunt foarte subțiri și pline cu actină Microtubulii ies din axon într-o zonă aproximativ în direcția liniilor portocalii Imaginea arată mișcarea filamentelor active de la marginea membranei în celulă Această mișcare face parte din mecanismul prin care conul de creștere se deplasează înainte Marginile celor două conuri de creștere sunt în contact într-o zonă mică, care este marcată cu galben La contactul dintre două celule, căile de semnalizare sunt declanșate în fiecare dintre ele care determină reorientarea microtubulilor față de punctul de contact Conul de creștere din stânga începe să se reorienteze rapid În ambele conuri de creștere, microtubulii sunt concentrați spre punctul de contact , Filmări video care arată conuri de creștere în neuronii cultivați Procesele care apar în conurile de creștere atunci când intră în contact reciproc sunt foarte apropiate de cele un vivo când conul de creștere detectează un semnal pe o altă celulă Fiecare con ghidează rapid microtubulii către punctele de contact Fotografie prin amabilitatea lui Paul Forcher, Universitatea Yale Reproduct din The Journal of Cell Biology, , vol , pp - (r) Rockefeller University Press kinesinele transportă vezicule de-a lungul lor către periferia celulei Aceasta duce la fuziunea veziculei cu membrana plasmatică și determină o ușoară expansiune locală a celulei Ca urmare, în structura conului de creștere apare o asimetrie locală Apoi, sub acțiunea citoscheletului de actină, membrana este deplasată înainte, în direcția microtubulilor Un alt proces de creare a organizării celulare asimetrice care implică microtubuli și motoare este poziționarea fusului mitotic în celulele epiteliale Odată cu formarea de noi celule necesare creșterii și refacerii epiteliului, este necesar ca celulele care se divide stratul epitelial să formeze două celule fiice - ki de aceeași formă alungită și orientate în același mod ca cele deja existente (Fig ) Celula se împarte întotdeauna perpendicular pe fus și, prin urmare, pentru ca diviziunea să aibă loc de-a lungul axei lungi a celulei epiteliale, fusul trebuie să fie orientat corespunzător înainte de separarea cromozomilor Cu toate acestea, după formarea sa, axul este într-o orientare aleatorie Pentru a dobândi orientarea corectă, fusul se rotește cu ajutorul microtubulilor astrali (microtubuli la polii fusului) Acești microtubuli sunt foarte dinamici și caută în mod constant periferia celulei Dineina citoplasmatică este atașată la locurile de pe membrana plasmatică ca o centură, Dinamica microtubulilor și motoarele lucrează împreună pentru a crea o organizare asimetrică a celulelor orez \ ilustrează faptul că drojdia se împarte prin procesul de înmugurire, în care o zonă mică a suprafeței celulei (celula "mamă") formează o excrescență asemănătoare mugurilor În timpul ciclului celular, excrescența se extinde și în cele din urmă devine o celulă fiică Cam în același timp în care începe înmugurirea, singurul centru de organizare a microtubulilor din celula mamă este duplicat, o structură numită corp polar care intră în membrana nucleară Se formează două corpuri polare, care sunt separate și se deplasează spre opus centura dinein motoare Microtubuli astrali MITOTIC romo-eoma centrozom Axul este format într-o orientare aleatorie Microtubulii fusului astral sunt capturați de dineină S Actina si microtubulii in doua conuri de crestere dupa cateva minute de contact Rețineți că microtubulii sunt concentrați în punctul de contact; Polimerizarea masivă centrată a actinei este de asemenea observată acolo Fotografii prin amabilitatea S N Lin, Paul Forcher, Universitatea Yale Reproduct din The Journal of Cell Biology, , v , pp - (r) The Rockefeller University Press Dineina întinde microtubulii astrali prin rotirea fusului La asamblarea dineinei, axul se rotește până când trece peste celulă care trece prin mijlocul celulei Microtubulii astrali care întâlnesc această centură în drum se leagă de complexul dineină/dinactină, care generează o forță de tracțiune, în urma căreia direcția fusului capătă orientarea corectă Cel mai evident exemplu care ilustrează modul în care apare asimetria celulară este diviziunea drojdiei Saccharomyces cerevisiae Această drojdie este folosită pentru coacerea pâinii și a berii Este prezentată una dintre numeroasele celule găsite în stratul epitelial, ale cărei celule sunt dispuse de la stânga la dreapta Dispunerea dineinei sub formă de inel în jurul celulei asigură orientarea finală a fusului, indiferent de modul în care a fost orientat în timpul formării Această orientare asigură diviziunea celulară de sus în jos, creând două celule noi în foaie Dineina este localizată la locul contactului strâns, unde celulele adiacente din strat sunt în contact unele cu altele CAPITOLUL Microtubuli Primele trei figuri arată celulele în stadii succesive ale ciclului celular (de la stânga la dreapta) Pe măsură ce ciclul progresează, zonele înmugurite cresc în dimensiune până când ajung la dimensiunea celulei mamă Fotografia de jos arată ADN-ul celular Fotografiile din mijloc și din dreapta jos arată că ADN-ul poate fi detectat doar atunci când celula fiică atinge dimensiunea mamei Fotografii prin amabilitatea lui Robert Skibbens, Universitatea Lehigh capetele pozitive ale nucleului, așa cum se arată în În timpul divizării drojdiei, învelișul lor nuclear nu este distrus, iar fusul se formează în interiorul nucleului Formarea fusului implică microtubuli nucleați de doi corpuri polari, care sunt, de asemenea, implicați în formarea microtubulilor din exteriorul nucleului Fusul format este situat aleatoriu, iar localizarea rinichiului nu afectează orientarea acestuia Toate aceste procese au loc în celula mamă Pentru a se asigura că setul de cromozomi este moștenit de ambele celule, fusul trebuie să fie situat de-a lungul axei dintre celula mamă și rinichi și orientat astfel încât să fie în spațiul dintre ele Orientarea și mișcarea fusului are loc cu participarea microtubulilor, care ies dintr-un corp polar în citoplasmă Cum se întâmplă acest lucru este prezentat în Figura Pe unul dintre cele două corpuri polare, proteina Kag se leagă de microtubuli Din corpul polar, este transportat de-a lungul microtubulilor în direcția capetelor plus de către un membru al familiei kinesinei (Kip ) Când Kip ajunge la capătul microtubulului, Kag rămâne acolo, legându-se de proteina +TIP (Biml) La unele momente, Kag se leagă și de o formă foarte procesivă de miozină (care aparține familiei de miozină V, capabilă de transport pe distanțe lungi de-a lungul filamentelor de actină) În acest caz, se formează o conexiune între vârful microtubulului citoplasmatic și filamentul de actină În celulele de drojdie, filamentele de staniu sunt fire multifilamentoase care trec prin citoplasma celulei mamă până în regiunea înmugurire, unde toate firele converg într-un punct și se conectează la cortexul acestei regiuni Toate filamentele de actină care alcătuiesc un astfel de mănunchi au aceeași polaritate, astfel încât este o structură polară care indică direcția de la celula mamă la viitoarea fiică Miozina propulsează capetele microtubulilor de-a lungul cablului de actină, conducându-le către regiunea înmugurire Odată ajuns acolo, microtubulii se atașează de motoare ancorate în stratul de cortex care se deplasează spre capătul minus (dineină și unele motoare kinesină-nou) Motoarele trag microtubulii și controlează starea capetelor lor în timpul depolimerizării Astfel, prin combinarea tragerii active și a dezasamblarii controlate a microtubulilor, fusul este transportat prin citoplasma celulei mamă către viitoarea celulă fiică Celula mamă Microtubuli Celulă fiică în devenire Începutul înmuguririi Corpul polar Nucleu Duplicarea și separarea corpurilor polare \ FURSUL MITOTIC Axul se formează într-o orientare aleatorie Fusul se orientează și se deplasează în spațiul dintre celula mamă și viitoarea celulă fiică OREZ , În timpul diviziunii celulare a drojdiei în devenire, integritatea nucleelor nu este încălcată Corpul fusului polar, o structură găsită în învelișul nuclear, face ca microtubuli să se nucleeze în citoplasmă și în nucleu, unde formează fusul mitotic Fusul se formează în celula mamă și trebuie poziționat în spațiul dintre celula mamă și viitoarea celulă fiică Poziționarea corectă a fusului necesită ca acesta să alunece spre celula fiică în curs de dezvoltare și să fie orientat de-a lungul axei dintre celula fiică și celula mamă Dinamica microtubulilor și motoarele lucrează împreună pentru a crea o organizare asimetrică a celulelor OREZ i Mișcarea fusului mitotic în celula în devenire este o consecință a funcționării articulare a actinei și a microtubulilor citoscheletului Mănunchiuri polarizate de filamente de actină sunt trimise de la celula mamă la viitoarea celulă fiică și servesc la ghidarea microtubulilor de la unul dintre cei doi poli fusului în direcția dorită Odată ajuns în viitoarea celulă fiică, microtubulii sunt capturați de dineină Deoarece dineina este atașată de membrană, trage axul în viitoarea celulă fiică Acest mecanism nu ar putea fi realizat dacă proteinele Kar , Biml se leagă de microtubulii ambilor corpuri polari Dinamica microtubulilor joacă un rol major în orientarea și poziționarea fusului atât în celulele de drojdie, cât și în cele epiteliale În ambele cazuri, există o caracteristică comună, și anume că capetele microtubulilor trebuie să-și găsească locul în stratul cortexului celular Cu toate acestea, modalitățile de utilizare a di Proprietățile chimice ale microtubulilor diferă radical În drojdie, microtubulii sunt mult mai stabili și nu vizează mecanismul de căutare și captare care necesită ca microtubuli să crească și să se dezasambla în mod constant În drojdie, mai degrabă, microtubulii citoplasmatici conduc la ținte CAPITOLUL Microtubuli Proprietățile dinamice încep să apară atunci când capătul microtubulului este transportat de molecula de miozină de-a lungul filamentului de actină Pe măsură ce capătul microtubulului avansează, trebuie adăugate subunități, dar nu trebuie să se lege în sine de filamentele de actină rupte Acest lucru este posibil de proteina Biml Aparent, în celulele eucariote, această proteină oferă încărcăturii posibilitatea de a fi la capătul unui microtubul în creștere Dacă microtubulii citoplasmatici din ambii corpuri polari ar fi legați de actină, atunci poziționarea fusului în celulele de drojdie nu ar avea loc în mod evident În acest caz, fusul ar rămâne în celula mamă, iar axa acestuia ar fi perpendiculară pe axa dintre celula mamă și rinichi Această situație este prevenită prin mecanismul de duplicare a corpului polar La fel ca centriolii, corpurile polare vechi și noi diferă după fiecare rundă de duplicare La fel ca și pentru centrozomii formați în jurul centriolilor matern și fiice, compoziția corpurilor polari vechi și noi diferă În drojdie, aceasta este utilizată pentru a asigura prezența proteinelor care inactivează selectiv Kag la noul pol ax Drept urmare, această proteină se poate lega doar de acei microtubuli care ies din polul original, vechi Astfel, doar microtubulii din polul vechi trec în viitoarea celulă fiică Interacțiunea dintre microtubuli și filamentele de actină Puncte cheie În timpul mișcării și diviziunii celulare, microtubulii și filamentele de actină funcționează împreună Microtubulii determină unde și când actina se adună sau generează forțe contractile Microtubulii influențează citoscheletul de actină legându-se direct de acesta sau trimițând semnale Ambele componente ale citoscheletului pot fi conectate prin proteine linker, prin care microtubulii sunt atașați la filamentele de actină Dinamica de creștere și scurtarea microtubulilor pot activa un număr de proteine G; aceste proteine G activate controlează ansamblul actinei și contracția celulară Pentru a îndeplini multe funcții dinamice, celula necesită eforturile comune ale diferitelor elemente ale citoscheletului De exemplu, atunci când celulele se mișcă în căutarea nutrienților sau când se divid, microtubulii funcționează împreună cu filamentele de actină (vezi - Dinamica și motoarele microtubulilor lucrează împreună pentru a crea o organizare asimetrică a celulelor) Filamentele intermediare interacționează, de asemenea, cu aceste componente ale citoscheletului, care necesare pentru menținerea integrității structurilor celulare și tisulare În această secțiune, luăm în considerare mai multe aspecte ale interacțiunii microtubulilor cu actina în timpul mișcării și diviziunii celulare Unele date sugerează că microtubulii și filamentele de actină interacționează între ele în celulă Cercetătorii știu de aproape de ani că depolimerizarea microtubulilor atunci când se adaugă substanțe precum colchicina provoacă contracția celulelor Contracția se realizează prin modificări ale citoscheletului de actină și miozina proteinei motorii Acest lucru sugerează că microtubulii rezistă contracției celulare sau inhibă acest proces Celulele în care microtubulii sunt depolimerizați își pierd, de asemenea, forma polarizată De obicei, celulele care se răspândesc la suprafață tind să aibă cel mai mare număr de filamente de actină în regiunea anterioară, unde polimerizarea lor controlează mișcarea Când microtubulii sunt depolimerizați în aceste celule, filamentele de actină nu mai prezintă o localizare preferențială la marginea anterioară a celulei Aceste observații experimentale au sugerat o schemă generală: microtubulii joacă un rol de control, determinând unde ar trebui să se asambla și să se contracteze filamentele de actină Astfel, actina servește ca sursă de forță, iar microtubulii organizează sau controlează punctul de aplicare a acesteia Lucrând împreună, actina și microtubulii generează forțe pentru a îndeplini anumite funcții celulare la locul potrivit, la momentul potrivit Cum interacționează actina și microtubulii între ele la nivel molecular? O cale este prin existența unui linker sau a unui set de linkeri care leagă filamentele de actină de microtubuli (Figura ) Rolul linkerilor este îndeplinit de mai multe MAP-uri care se leagă HARTA Proteina motorie actina Motor MAR ♦ - - proteine •''•■DIN' ;' d OREZ , Mai multe proteine sau complexe proteice sunt atașate de microtubuli și filamente de actină, care le leagă împreună În stânga, este prezentată o proteină care este direct asociată cu ambele tipuri de filamente și le ține împreună Conexiunea poate fi condusă și de un motor, așa cum se arată în dreapta În acest caz, domeniile motorii sunt asociate cu unul dintre cele două tipuri de filamente, în timp ce coada sau alte proteine asociate cozii sunt asociate cu celălalt tip În această interacțiune, microtubulii și filamentele de actină se mișcă unul față de celălalt Interacțiunea dintre microtubuli și filamentele de actină filamentele de actină și microtubulii formează legături statice între ele Proteina MAP c, din grupul de proteine MAP neuronale, este un exemplu de astfel de linker care leagă actina de microtubuli În neuronii în creștere, legarea actinei de microtubuli joacă probabil un rol important în timpul formării de excrescențe lungi de către neuron Asociațiile dintre actină și microtubuli pot apărea și cu participarea proteinelor motorii În acest caz, ele sunt de natură dinamică, permițând unei componente să se miște în relație cu alta Astfel de conexiuni conduc la atașarea microtubulilor la cortexul celular, așa cum se vede în orientarea fusului în celulele epiteliale sau în poziționarea fusului în drojdie (vezi Dinamica microtubulilor și motoarele împreună creează o organizare asimetrică a celulelor) În ambele cazuri, motoarele microtubulilor se leagă de actina citoscheletului și se deplasează de-a lungul microtubulilor pentru a muta fusul în locul potrivit în timpul diviziunii Prin legarea microtubulilor de filamentele de actină, microtubulii în creștere pot fi direcționați către zone specifice ale celulei În celulele mobile, microtubulii dinamici cresc către contactele focale, adică spre locurile de adeziune la matricea extracelulară (vezi Actină) Acești microtubuli dinamici sunt ghidați către joncțiuni focale mici de mănunchiuri de filamente de actină atașate la aceste locuri Se presupune că proteina + TIP asociată cu capetele microtubulilor se poate lega pe acestea din urmă cu mănunchiuri de filamente de actină, direcționând creșterea microtubulilor către contactele focale Microtubulii vizează locurile de adeziune din spatele celulei și pot furniza un semnal pentru a determina dezintegrarea acestor locuri, eliberând selectiv partea din spate a celulei de contactul cu substratul În acest caz, celula se poate contracta și mișca corpul înainte Repetarea repetată a acestor procese, coordonată cu proeminența celulei din față, îi permite să se miște Astfel, recunoașterea specifică a locurilor de adeziune din spatele celulei și eliminarea lor este una dintre modalitățile prin care microtubulii contribuie la controlul mișcării celulei Filamentele de actină și microtubulii pot funcționa împreună în absența contactului fizic Se știe acum că două tipuri de polimeri sunt capabile să facă schimb de semnale între ele care reglează locul și timpul creșterii lor Capacitatea de a genera și schimba semnale este foarte importantă; permite microtubulilor și filamentelor de actină să-și coordoneze activitatea și să regleze momentul și locația fiecărui polimer pentru a se forma, descompune sau utiliza pentru a genera forță Deși microtubulii și filamentele de actină comunică între ele prin semnale, ele sunt, de asemenea, controlate prin căi de semnalizare ca răspuns la stimuli intracelulari sau externi Împreună cu microtubulii și componenta actină a citoscheletului, aceste sisteme de semnalizare activează diverse cascade de semnalizare pe drum și afectează multe ținte Au fost studiate în cea mai mare măsură cascadele de semnalizare care reglează asamblarea și organizarea filamentelor de actină Organizarea filamentelor de actină într-o celulă este controlată în principal de un număr mic de proteine numite proteine G Atunci când sunt activate, aceste proteine determină formarea filopodiilor (spice de actină situate în partea din față a celulei) și lamellipodia (lobi subțiri ai citoplasmei umpluți cu filamente de actină și, de asemenea, localizați la marginea anterioară a celulei) De asemenea, proteinele G sunt implicate în formarea fasciculelor de actină contractile, cum ar fi fibrilele de stres asociate cu contacte focale (vezi mai sus), care permit celulei să se deplaseze de-a lungul substratului În general, o proteină G activată stimulează (adesea indirect) o proteină care leagă actina, care apoi reglează citoscheletul Interesant este că asamblarea sau dezasamblarea microtubulilor poate juca un rol de reglare în legătură cu aceste proteine G, pornindu-le sau dezactivându-le Astfel, dinamica microtubulilor reglează asamblarea sau contracția actinei fără a fi asociată direct cu filamentele de actină Formarea legăturilor de semnalizare între microtubuli și filamentele de actină joacă un rol critic în migrarea celulelor Mișcarea celulei necesită polimerizarea constantă a actinei la marginea anterioară, ceea ce provoacă mișcare și contracție la coadă, facilitând mișcarea înainte a celulei Polimerizarea actinei produce lamelipodii, iar acest proces are loc sub acțiunea uneia dintre proteinele G, Raci Ce cauzează activarea Raci la marginea anterioară a celulei și de ce se mișcă în aceeași direcție? Acum este clar că microtubulii în creștere pot activa Raci, deși nu avem idee cum fac acest lucru Activarea proteinei Raci de către microtubuli joacă un rol important, deoarece demonstrează că starea dinamică a microtubulilor poate activa o cascadă de semnalizare într-o anumită parte a celulei Comunicarea dintre microtubuli și proteina Raci nu are loc într-o singură direcție; după cum se arată în fig Proteina activată b\ trimite, de asemenea, un semnal către microtubuli Acest semnal le permite să mențină creșterea Raci activat dezactivează funcția proteinei de destabilizare a microtubulilor (oncoproteina ), stimulând și mai mult creșterea microtubulilor Astfel, comunicarea dintre Raci și microtubuli creează un feedback pozitiv prin care microtubulii în creștere activează Raci, iar proteina activă stimulează creșterea microtubulilor Acest feedback menține microtubulii în creștere spre partea din față a celulei și stimulează CAPITOLUL Microtubuli Starea dinamică a microtubulilor (creștere sau scurtare) are un efect indirect asupra dinamicii și organizării filamentelor de actină O mică proteină G acționează de obicei ca o componentă intermediară În exemplul prezentat în figură, microtubulii în creștere activează Raci, care este o proteină G mică care stimulează polimerizarea actinei cu structura necesară pentru formarea lamelipodiilor Raci activat dezactivează funcția proteinei de destabilizare a microtubulilor, oncoproteina , și creează o buclă de feedback pozitiv care ajută la susținerea creșterii microtubulilor și formarea filopodiilor Scurtarea microtubulilor activează o altă proteină G mică care acționează asupra unui alt tip de structură a actinei procesul de polimerizare a actinei Pe măsură ce polimerizarea se extinde dincolo de acest site, Raci stimulează creșterea microtubulilor în noua zonă Astfel, datorită existenței feedback-ului între microtubuli și Raci, celula poate menține polaritatea și se poate mișca constant în aceeași direcție Depolimerizarea microtubulilor declanșează, de asemenea, o cascadă de semnalizare Depolimerizarea activează o altă proteină G, RhoA Active RhoA stimulează fibrilele de stres și ansamblul de contact focal și activează indirect miozina, care este un motor pe bază de actină Aceste modificări ale citoscheletului de actină determină contractarea celulei Interesant, RhoA activat poate iniția, de asemenea, o cascadă de semnalizare care stabilizează microtubulii și îi transformă într-o formă nedinamică Nu se știe dacă RhoA își limitează propria activitate prin stabilizarea matricei de microtubuli Rămân multe de elucidat în ceea ce privește semnalizarea dintre actină și microtubulii citoscheletului Prin investigarea acestor interacțiuni și a proteinelor de semnalizare care acționează ca intermediari între cele două componente ale citoscheletului, vom afla mai multe despre modul în care mișcarea și diviziunea celulară sunt reglate și cum aceste procese pot fi controlate în condiții patologice ale corpului Cilii și flagelii sunt structuri mobile Puncte cheie Cilii și flagelii conțin o structură foarte ordonată numită axonemă Axonemul constă din nouă dublete microtubuli exterioare care înconjoară o pereche de microtubuli centrali Spițele radiale sunt un complex de mai multe polipeptide care conectează fiecare dublet exterior de centrul axonemului Fiecare dublet exterior este asociat cu dineine ale căror domenii motorii se extind la dubletele exterioare adiacente Dineina deplasează dubletele exterioare unul în raport cu celălalt; conexiunile structurale dintre alte dublete traduc alunecarea în înclinarea axonemului Kinezinele sunt implicate în asamblarea flagelilor prin transportul proteinelor axonemale la capătul distal al flagelului Cilii primari nemotili sunt implicați în procesele senzoriale Alături de transportul încărcăturii în celule, microtubulii sunt, de asemenea, implicați în mișcarea celulelor în mediu Această mișcare se realizează cu ajutorul cililor și flagelilor, excrescențe lungi și subțiri care se extind ca niște fire de păr pe suprafața multor celule (nls , o / ) Fiecare astfel de organele constă dintr-un mănunchi lung de microtubuli înconjurat de Cilii și flagelii sunt structuri mobile Imunofluorescență Microscopie ușoară geană OREZ , Alge unicelulare Chlamydomonas hein-hardtii la microscoape luminoase și fluorescente Doi flageli mari sunt vizibili în partea de sus a celulei Într-un microscop cu fluorescență, microtubulii au roșu fluorescent; arătând că flagelii sunt formați din microtubuli Celulele Chlamydomonas sunt capabile să se deplaseze în apă datorită bătăii flagelilor Fotografie din stânga, prin amabilitatea lui Lynn Cassimeri, Universitatea Lehigh Fotografie din dreapta prin amabilitatea lui Naomi Morrisett și Susan Dutcher, Facultatea de Medicină de la Universitatea din Washington Faza de impact restabili- leniya Repetarea procesului OREZ , Bătaia ciliului este împărțită în două faze În momentul impactului, ciliul se îndreaptă complet și împinge fluidul de-a lungul suprafeței celulei În următoarea fază de recuperare, ciliul se îndoaie și revine revine la poziția inițială pentru următoarea lovitură volumul membranei plasmatice Interacțiunea dintre microtubuli determină îndoirea structurii, ceea ce este posibil în direcții diferite Ca rezultat al acestor mișcări, fluidul se poate deplasa de-a lungul suprafeței celulelor, așa cum se arată în Fig v- Pentru un grup de celule imobile, cum ar fi celulele epiteliale, acest lucru permite mediului lichid și diferitelor obiecte să se deplaseze de-a lungul suprafeței țesutului În cazul celulelor izolate, neatașate, ele însele se mișcă în fluid (adică, plutesc) Cilii și flagelii sunt prezenți în multe organisme unicelulare, cum ar fi Paratesum și Chlamydomonas (alge verzi) și se găsesc și pe spermatozoizi la majoritatea eucariotelor La mamifere, cilii acoperă porțiunile apicale ale unor celule epiteliale și efectuează mișcări sincrone Acest lucru creează valuri de mișcare ale cililor care trec pe suprafața țesutului În trahee, această mișcare este folosită pentru a îndepărta mucusul și resturile din căile respiratorii; in oviduct asigura transportul oului de la ovar la uter, iar in creier creeaza circulatia lichidului cefalorahidian Cilii și flagelii au aceeași structură și mecanism de motilitate, dar diferă în unele privințe Cele mai semnificative diferențe se referă la lungimea, numărul lor în celulă și natura mișcării Cilii sunt mai scunzi ( - microni) și numărul lor pe celulă ajunge la sau mai mult Fiecare cilio generează forță prin înclinarea la baza sa (vezi Figura ) Partea exterioară a ciliului rămâne rigidă, iar îndoirea de la bază o deplasează într-o mișcare care amintește de vâslirea unei vâsle în apă Aceasta este urmată de un leagăn de recuperare, în care îndoirea ciliului se extinde de la bază până la capăt, pregătind ciliul pentru următorul ciclu de mișcare Figura ^ prezintă mișcarea genelor CAPITOLUL Microtubuli n-y Procesul de bătaie a cililor observat la microscop Există o îndoire ascuțită a cililor la bază, care are loc în faza de impact și extinderea sa treptată în timpul recuperării Imagini video oferite de D R Mitchell, Centrul medical SUNY Upstate Hk Procesul de batere a flagelului la microscop Imagini video oferite de D R Mitchell, Centrul medical SUNY Upstate pentru a urmări etapele individuale ale mișcării, pentru înregistrare a fost folosită înregistrarea video cu încetinitorul Mișcarea genelor este atât de intensă (multe înclinări pe secundă) încât atunci când fotografiați în modul normal, arată neclar Flagelii sunt de obicei mai lungi ( - µm) decât cilii și, de obicei, celula conține doar unul sau doi flageli De asemenea, generează forță la îndoire; în timp ce, după cum se arată în fig , o undă în formă de S se propagă de la bază până la vârful flagelului Pentru cili și flageli, este caracteristic un mecanism comun de mișcare, care se bazează pe îndoirea structurii Diferitele moduri în care îndoirea se propagă de-a lungul organelelor dau naștere la diferite forme de undă generate de cili și flageli Deoarece cele două tipuri de organite sunt variații pe aceeași temă, vom lua în considerare proprietățile lor comune și vom folosi termenul de flagel pentru a descrie structura și motilitatea ambelor organite, cu excepția cazului în care se menționează în mod expres că vorbim despre cili Când sunt separate de celulă, flagelul continuă să bată Acest lucru sugerează că este furnizat de organele în sine După îndepărtarea membranei plasmatice, flagelii izolați continuă să bată, cu condiția ca aceștia să fi păstrat o cantitate de ATP Aceste date indică faptul că mișcările sunt asigurate de conținutul de proteine al flagelului și de energia hidrolizei ATP Componenta proteică internă a flagelului este o structură ordonată formată din cel puțin de polipeptide diferite Această structură se numește axonem Structura axonemului flagel este aceeași pentru organisme atât de diverse precum protozoarele unicelulare Chlamydomonas și oameni Structura axonemului este prezentată în fig , Cel mai remarcabil element al structurii, remarcat mai ales în secțiunea transversală, sunt dubletele microtubuli organizate într-un anumit fel, localizate de-a lungul întregului axonem Nouă "microtubuli dubli" neobișnuiți sunt aranjați într-un cerc Fiecare pereche constă dintr-un microtubul obișnuit care conține protofilamente (așa-numitul tub A) și un microtubul incomplet (tubul B) Acest microtubul este format din - protofilamente și este conectat la peretele tubului A (vezi Fig ) În centrul inelului format din dublete de microtubuli, există doi microtubuli obișnuiți care conțin protofilamente ("pereche centrală") Acest aranjament de microtubuli în axonem este abreviat ca " + " Toți microtubulii au aceeași polaritate, cu capetele plus îndreptate spre vârful flagelului, iar capetele minus către baza acestuia Diferite proteine se leagă de microtubuli, care au un efect stabilizator asupra lor În axonem, microtubulii sunt interconectați prin multe tipuri diferite de conexiuni (vezi Fig ) Proteinele care formează aceste legături sunt esențiale pentru organizarea microtubulilor într-un sistem coerent capabil să miște și să coordoneze aceste mișcări Cilii și flagelii sunt structuri mobile corpul celulei Dublet extern Flagelul i - pix Tubulul Un metrou OREZ , Structura axonemului Este prezentată aranjamentul ordonat al microtubulilor Microtubulii sunt interconectați prin diverse legături, a căror acțiune coordonată asigură bătaia ciliului În dreapta sunt micrografii electronice Secțiunea transversală arată mânerele de dineină interioare și exterioare care conectează dubletele microtubulilor exterioare Una dintre spițele acoperite este, de asemenea, vizibilă (stânga jos) Fotografie prin amabilitatea lui Gerald Rupp, Southern Illinois University School of Medicine zheniya pentru a le da un caracter val Dubletele învecinate ale microtubulilor sunt interconectate de-a lungul periferiei axonemului printr-o proteină numită nexină Dubletele microtubulilor sunt, de asemenea, legate de microtubulii localizați central prin complexe polipeptidice care formează, parcă, ace cu capete vizibile Aceste structuri au o structură complexă: spițele și capetele lor conțin polipeptide diferite Capetele sunt situate în jurul tecii interioare, o structură care înconjoară cei doi microtubuli centrali Forța în axonem este generată de dineinele axo-nemale (numite și dineine "ciliate" sau "flagelate") Aceste proteine leagă împreună dubletele microtubuli adiacente; domeniul cozii se leagă de tubul A într-un dublet, iar domeniul capului de tubul B al următorului dublet Diverse conexiuni formate din nexină, fire și dineine sunt situate la intervale regulate pe toată lungimea axonemului, dar se caracterizează printr-o periodicitate diferită Prin urmare, este dificil să observați toate cele trei componente într-un microscop electronic pe preparate care sunt secțiuni transversale ale axonului-nem Cu toate acestea, când puteți vedea toate cele trei elemente structurale, ele seamănă cu o roată cu spițe masive și un butuc Structura și aranjamentul dineinelor în restul axonemului par a fi complexe Axonemul conține mai mult de o formă de dineină, fiecare dintre ele destul de mare și constă dintr-un număr mai mare de polipeptide diferite în comparație cu dineina conținută în citoplasmă Formele diferite conțin unul, două sau trei domenii motorii și sunt situate în locații diferite în axonem Dubletele de microtubuli adiacente sunt conectate prin două seturi de molecule de dineină numite mânere interne și externe (vezi Figura ) Mânerele exterioare conțin doar două sau trei dineine ale capului, în timp ce cele una sau două proteine ale capului se găsesc în mânerele interioare Cum asigură toate aceste conexiuni mobilitatea flagelului și stabilesc caracterul adecvat al bătăii? Principala întrebare este cum funcționează dineinele în această structură, deoarece sunt motoare și mișcarea trebuie să înceapă de la ele Pentru a elucida rolul dineinei în asigurarea motilității, este necesară separarea flagelilor de celule și îndepărtarea membranei axonemale După aceea, axonemele sunt supuse unui tratament scurt cu protează pentru a rupe legăturile nexinei dintre dubletele microtubulilor exterioare Dacă se adaugă apoi ATP la prepararea axonemelor, atunci microtubuli CAPITOLUL Microtubuli g'i cu o? Cadrele de animație arată două dublete exterioare (evidențiate cu aur) conectate prin dineină Prima parte a animației arată ce se întâmplă atunci când dubletele sunt izolate de flageli și linkerii non-xin sunt îndepărtați selectiv A doua parte arată ce se întâmplă într-un flagel intact Sub acțiunea dineinei și în prezența legatorilor de nexină, flagelul se îndoiește între dublete se deplasează unul față de celălalt (Fig ) Acest efect este cauzat de dineine, ale căror cozi sunt conectate la un dublet de microtubuli care generează forță în direcția de la capătul plus-minus al perechii vecine Într-un axonem intact, dineina nu poate deplasa dubletele exterioare, deoarece acestea sunt interconectate de nexină Prin urmare, forța generată de dineină duce la flexia flagelului Cilii și flagelii generează bătaie prin răspândirea mișcării de flexie de-a lungul axonemului Flexia incepe de la baza ciliului sau flagelului si se extinde catre capatul distal Flexia apare deoarece dineina este activă numai într-o zonă mică a axonemului Pentru a asigura flexia, dineinele sunt activate secvenţial atât de-a lungul lungimii, cât şi de-a lungul periferiei axonemului Activitatea dineinei este controlată de microtubuli și fire centrale; flagelii celulelor mutante lipsite de aceste structuri sunt incapabili să bată La unele organisme, microtubulii centrali se rotesc rapid, moment în care pot transmite semnale spițelor, care la rândul lor activează dineina Există mai multe kinaze și fosfataze în microtubulii centrali și în spițe Se presupune că la rotația tubilor centrali declanșează un sistem local de transducție a semnalului care activează dineinele Prin activarea locală rapidă și inactivarea unor izoforme specifice ale dineinei, axonemele generează mișcări și reglează puterea și frecvența bătăilor La baza flagelului se află o structură numită corp bazal Aceste structuri au aceeași structură ca și centriolii (vezi - Celulele folosesc centre de organizare a microtubulilor pentru a iniția asamblarea) Fiecare corp bazal este un cilindru format din tripleți de microtubuli, fiecare constând fie din (tubuli A) fie protofilamente (tubuli B și C) Tubulii A și B servesc ca șabloane pentru asamblarea a dublete exterioare de microtubuli axonemici Corpul bazal rămâne legat de baza axonemului și servește la atașarea acestuia din urmă de corpul celular Cum este asamblat flagelul poate fi aflat prin îndepărtarea acestuia de pe suprafața celulei și urmărind formarea unuia nou Flagelul se regenerează în mai puțin de o oră și funcționează (adică bate) în timpul acestui proces Creșterea unui nou flagel are loc la capetele plus ale microtubulilor axonemici localizați în porțiunile distale ale fiecărui flagel Asamblarea flagelului sugerează că componentele necesare ale axonemului Cilii și flagelii sunt structuri mobile trebuie transportate la capetele structurilor și, pe măsură ce cresc, se adună în axoneme Transportul se realizează în complexe mari de proteine care se deplasează spre vârful flagelului de-a lungul suprafeței exterioare a axonemului, situat direct sub membrana plasmatică Această mișcare se numește transport intraflagelar (IFT) și este mediată de kinesină Complexele de proteine se pot deplasa, de asemenea, de la vârful flagelului la baza acestuia (la capetele minus ale microtubulilor), dar semnificația funcțională a acestei direcții de transport este necunoscută IFT către corpul celular apare din cauza dineinei citoplasmatice OREZ -' Un ciliu primar foarte lung care crește de la suprafața celulei Mai jos sunt celule în secțiune transversală; membranele sunt prezentate prin linii punctate Umflarea ciliului poate reprezenta o încărcătură care este transportată între axonem și membrana înconjurătoare Fotografie prin amabilitatea lui Sam Bowser, Wadsworth Center Deși majoritatea cililor sunt structuri mobile, există forme ale acestor structuri care nu au mobilitate și joacă un rol deosebit în celule Cilii primari sunt organele nemotile care se găsesc în aproape toate celulele vertebratelor, cu excepția celulelor sanguine Spre deosebire de cilii mobili, celulele au de obicei un singur cilio imobil Pe fig c arată cel mai tipic exemplu Axonemul ciliului primar nu conține microtubuli centrali și, prin urmare, structura sa este adesea denumită " + " La exterior, majoritatea cililor primari arată ca cilii normali Ele încep pe suprafața celulei și arată ca un simplu păr scurt Cu toate acestea, în unele tipuri de celule foarte diferențiate, regiunea distală a ciliului primar este foarte alungită și a devenit un domeniu special, a cărui dimensiune este comparabilă cu dimensiunea celulei în sine Acesta este cazul, de exemplu, în celulele cu baston și con, care conțin fotoreceptori implicați în percepția luminii de către retină La tije, vârfurile cililor sunt alungite și formează un domeniu mare numit segment exterior, care conține stive de discuri membranare umplute cu un fotoreceptor proteic, rodopsina Pe ? d este prezentat un exemplu relevant Baza ciliului primar conectează segmentul exterior de restul celulei, axonemul ieșind doar puțin în zona în care începe segmentul exterior OREZ , În stânga este un glob ocular Sunt prezentate segmentele interioare și exterioare și puntea subțire dintre ele În dreapta este o micrografie a zonei dintre cele două segmente (evidențiată în figură), realizată la microscop electronic La mică distanță, în apropierea locului de unde părăsește segmentul interior, puntea arată ca un cilio normal Cu toate acestea, vârful său este scufundat în segmentul exterior Fotografie reprodusă din Histology of the Nitop Ey, Hogan, MJ, Alvarado, JA și Weddell JE p (r) Elsevier CAPITOLUL Microtubuli Datorită transportului de tip IFT, veziculele membranare care conțin rodopsina se deplasează din corpul celular în segmentul exterior, iar acest lucru este probabil necesar pentru formarea și funcționarea acestuia Utilizarea segmentului exterior al tijei ca senzor de lumină poate ilustra apariția pe scară largă a acestei posibilități printre cilii primari Este posibil ca această funcție a cililor primari abia să înceapă să fie explorată Alte tipuri de celule conțin cili primari mai primitivi, în care pot fi localizați diferite tipuri de receptori Localizarea receptorilor în cilii primari îi poate transforma într-un fel de antene care pot capta schimbările din mediu și pot transmite aceste informații către celulă Unele boli umane rare sunt asociate cu mutații care determină imobilizarea cililor și flagelilor Pacienții cărora le sunt moștenite aceste mutații suferă de obicei de infecții respiratorii cronice, deoarece flagelii imobili nu sunt capabili să elimine mucusul, precum și agenții patogeni și iritanti prinși din tractul respirator Bărbații afectați sunt adesea infertili, deoarece spermatozoizii lor sunt imobili Printre bolile binecunoscute asociate cu imobilitatea cililor și flagelilor se numără sindromul Kartagener Împreună cu infecțiile respiratorii și infertilitatea, jumătate dintre pacienți au un aranjament pervers al organelor interne, în care se modifică asimetria normală din partea stângă Se presupune că într-una dintre etapele dezvoltării timpurii, înainte de depunerea organelor interne, ca urmare a bătăii flagelului, se creează circulația mediului lichid în embrion și apare un gradient de substanțe secretate care promovează morfogeneza, ceea ce determină asimetria din stânga În absența unui gradient morfogen, organele ocupă o poziție aleatorie în stânga și dreapta Șoarecii cu mutații în dineinele flagelare, sau motoarele responsabile pentru IFT, prezintă, de asemenea, aranjamentul pervertit al organelor Acest lucru sugerează că mutațiile care afectează motilitatea sau formarea flagelare pot duce la malformații Ce urmeaza? Instabilitatea dinamică a microtubulilor în timpul asamblării și dezasamblarii lor a fost descrisă pentru prima dată în , adică în același an în care a fost descoperită prima kinesină Aceste două descoperiri ne-au revoluționat înțelegerea ansamblării citoscheletice și a generării mișcării de către motoarele proteice Creșterea rapidă a cunoștințelor noastre în această direcție continuă și câteva descoperiri recente ne-au extins cunoașterea modului în care microtubulii funcționează în diferite organisme și în implementarea diferitelor funcții celulare Ca urmare a studiilor experimentale efectuate în ultimii zece ani, au fost identificate un număr mare de proteine asociate cu microtubuli, care reglează asamblarea acestora, precum și participă la generarea de forțe și la legarea microtubulilor de alte componente celulare În ciuda faptului că sunt deja cunoscute o mulțime de proteine care pot interacționa cu microtubulii, numărul lor real poate fi și mai mare Recent, metodele proteomice au fost folosite pentru a identifica toate proteinele centrozomului și cinetocorului din celulele de drojdie Multe dintre proteinele detectate sunt capabile să interacționeze cu microtubulii citoscheletului Următorul pas logic este stabilirea funcțiilor acestora Odată ce am stabilit modul în care proteinele individuale interacționează cu microtubulii, va fi extrem de important să înțelegem modul în care aceste proteine lucrează împreună pentru a asigura diferite funcții celulare În special, cunoașterea relației dintre MAP-uri și motoare va ajuta la înțelegerea modului în care o celulă împarte cromozomii în timpul mitozei, furnizează vezicule către destinațiile lor sau își schimbă forma Multe MAP-uri, și probabil unele motoare, par să funcționeze doar în anumite compartimente Sunt active într-un anumit loc doar pentru că sunt localizate acolo? Dacă da, cum ajung ei acolo? Sau MAP-urile și motoarele sunt reglate în așa fel încât să se pornească și să se oprească în anumite părți ale cuștii? Unde este semnalul de pornit și de oprit și unde este setat limita care menține semnalul intern într-o zonă mică și definită a celulei? Proteinele citoscheletice au fost identificate în celulele eucariote și se credea că sunt unice pentru aceste celule Știm acum că procariotele au și propriile lor componente polimerice ale citoscheletului: FtsZ (omologul tubulinei) și MreB (omologul actinei) Subunitățile FtsZ seamănă cu monomerii de tubulină: a- sau p-tubulină Acești monomeri sunt asamblați în filamente care sunt similare cu protofilamentele microtubulilor, sunt chiar capabili să lege și să hidrolice GTP și sunt asamblați și dezasamblați în mod constant în celulele bacteriene Polimerii FtsZ sunt legați de membrana bacteriană, prin contractarea care, în centrul celulei care se divide, ajută la formarea celulei fiice Rămâne o întrebare deschisă cum funcționează FtsZ (și cum se împarte bacteria) Studiile comparative ale FtsZ și tubulinelor vor oferi o perspectivă asupra modului în care funcționează fiecare proteină și a ceea ce face ca tubulina să se polimerizeze într-un microtubul și FtsZ într-un filament asemănător protofilamentului Studiile comparative similare pot ajuta, de asemenea, să înțelegem când pentru prima dată într-o celulă- Ce urmeaza? precursor, citoscheletul a apărut și modul în care s-a format în celulele pro- și eucariote O altă întrebare insuficient cercetată este modul în care efortul fizic afectează dinamica ansamblării microtubulilor Forțele fizice pot apărea atunci când motoarele se deplasează de-a lungul microtubulilor sau în prezența obstacolelor în calea polimerizării, cum ar fi, de exemplu, membrana plasmatică Când un microtubul ajunge la membrana plasmatică, se îndoaie adesea și își ia contururile Uneori, microtubulul nu se îndoaie, ci se micșorează și se poate chiar rupe Membranele și alte obstacole fizice pot, de asemenea, inhiba procesul de adăugare a subunităților de tubulină, blocând asamblarea și provocând dezastru Ce determină comportamentul unui microtubul atunci când întâlnește o barieră fizică, cum ar fi membrana plasmatică? Microtubulul se poate îndoi, micșora, rupe sau începe să se scurteze Se schimbă dinamica unui microtubul atunci când un motor se mișcă de-a lungul acestuia? Cum lucrează împreună MAP și efort fizic prin reglarea ansamblării și organizării microtubulilor? Rămân multe de elucidat în ceea ce privește funcționarea cooperantă a microtubulilor și actinei în celulă Interacțiunea dintre aceste două componente ale citoscheletului joacă un rol important în motilitatea și polarizarea celulelor Microtubulii și actina sunt capabili să interacționeze legându-se unul de celălalt cu ajutorul unor proteine suplimentare Ele interacționează, de asemenea, indirect prin semnalizare atunci când kinazele sunt activate sau prin alte molecule de semnalizare și, eventual, prin efort fizic Interacțiunea indirectă între filamentele de actină și microtubuli poate genera feedback pozitiv, în care polimerizarea unui filament servește ca semnal pentru polimerizarea altuia Modul în care este generat acest mecanism și modul în care funcționează în procese precum mișcarea direcțională a celulelor este în prezent investigat În prezent, elucidăm care mutații în genele care codifică microtubuli și proteinele motorii MAP sunt responsabile pentru neuromorfogeneza afectată și controlul creșterii celulare De exemplu, o mutație a uneia dintre proteinele din familia complexului dinactină este asociată cu un defect familial rar în neuronii motori Una dintre cele mai importante este problema mecanismului de perturbare a proceselor de transport intracelular și organizarea citoscheletului sub influența formelor mutante de MAP și motoare În următorii ani, multe boli umane asociate cu mutații în proteinele citoscheletului microtubulilor sunt probabil identificate Acest lucru va contribui foarte mult la înțelegerea noastră a modului în care modificările acestor componente citoscheletice afectează fiziologia celulară și sănătatea generală Alături de rolul jucat de microtubuli în patogeneza bolilor, aceste elemente ale citoscheletului pot să fie ținte pentru noile medicamente În căutarea unor compuși cu greutate moleculară mică capabili să interfereze cu mitoza, a fost descoperit monastrolul, un compus care blochează activitatea motorie a kinezinei specifice, ale cărei funcții se limitează la fusul mitotic Astfel de agenți de blocare a mitozei pot fi utili în tratamentul cancerului Monastrolul și compușii înrudiți care leagă alte proteine decât tubulina pot avea mai puțină toxicitate și mai puține efecte secundare în comparație cu agenții de legare a tubulinei utilizați în prezent (vezi Introducere -I) De asemenea, sunt dezvoltate și alte medicamente care se pot lega doar de tubuline dintr-un număr limitat de organisme Deși tubulinele eucariote au o structură destul de conservată, a fost posibil să se izoleze molecule mici care au o afinitate specifică pentru tubulinele ciupercilor sau paraziților patogeni, cum ar fi vectorii malariei rezumat Microtubulii sunt polimeri polarizați dinamici implicați în organizarea, mobilitatea și polaritatea celulară Centrozomii, centrele de organizare a microtubulilor din celulele animale, nucleează microtubulii și își ancorează capetele negative Astfel, poziția centrozomului determină natura structurii care este creată în celulă cu participarea microtubulilor De obicei, capetele plus ale microtubulilor sunt situate mai aproape de membrana plasmatică, iar capetele minus sunt mai aproape de centrul celulei Procesele rapide de asamblare și dezasamblare a microtubulilor din cauza instabilității dinamice le permit să se adapteze la noile cerințe și să se rearanjeze rapid cu formarea unui nou design Funcția principală a microtubulilor este aceea că aceștia servesc ca căi de transport polarizate pentru motoarele moleculare, kinezina și dineina Aceste motoare se atașează de marfă, care poate include vezicule membranare, organite și cromozomi și o transportă către capetele plus sau minus ale microtubulilor Informațiile de transport necesare pentru deplasarea în celula de marfă în direcția dorită sunt furnizate de polaritatea microtubulilor În celulele specializate, microtubulii sunt utilizați ca principalele proteine structurale ale cililor și flagelilor Baza axonemului este formată din nouă dublete și doi microtubuli centrali Dubletele și microtubulii centrali sunt interconectate CAPITOLUL Microtubuli cu proteine suplimentare Dineinele axonemale asigură motilitatea cililor și flagelilor prin alunecarea dubletelor exterioare ale microtubulilor unul în raport cu celălalt Când structura axonemului reticulat alunecă, apar forțe care o fac să se îndoaie Pornirea și oprirea rapidă a dineinelor axonemale permite propagarea îndoirii către vârful ciliului sau al flagelului Anexă: Ce s-ar întâmpla dacă tubulina nu ar hidroliza GTP? Puncte cheie Dacă microtubulii ar fi polimeri de echilibru, ei s-ar depolimeriza extrem de lent și nu s-ar putea rearanja cu ușurință La asamblare, dimerii de tubulină hidrolizează GTP; acest lucru face din microtubuli un polimer neechilibrat capabil de depolimerizare rapidă Microtubulii nu sunt polimeri de echilibru deoarece subunitățile tubulinei hidrolizează GTP după polimerizare Hidroliza GTP nu este necesară pentru asamblarea microtubulilor; dimpotrivă, facilitează demontarea acestora Imaginați-vă cât de dificil ar fi pentru o celulă să dezasamblați microtubuli dacă ar fi polimeri de echilibru În acest caz, atașarea și disocierea subunităților la capetele microtubulilor ar fi un proces simplu de echilibru Reamintim că viteza de polimerizare a microtubulilor este descrisă de ecuația : dP/dt = /ron [tubulină] -kofț La echilibru, rata de formare a polimerului este zero și după cum urmează din ecuația : [tubulină] = Сс = kofț/kon Un microtubul poate crește sau pierde subunități (adică să se lungească sau să se scurteze) numai dacă se modifică concentrația de subunități libere Este deosebit de important să se ia în considerare ceea ce este necesar pentru depolimerizarea microtubulilor, deoarece acesta este exact ceea ce este necesar pentru rearanjarea intracelulară Rata maximă de dezasamblare ar fi observată atunci când concentrația subunităților de tubulină a fost redusă la zero (vezi ecuația de mai sus) Este posibil să se calculeze cât timp ar dura depolimerizarea unui microtubul, presupunând că dimeri sunt scindați pe secundă (adică scindarea GTP-tubulinei) și dimeri de tubulină au o lungime de un micron tubii bucali Având în vedere aceste valori, ar dura trei ore pentru a depolimeriza un microtubul lung de µm (ca într-o celulă de interfază) Cu toate acestea, în pregătirea pentru mitoză, celulele depolimerizează complet microtubulii de interfază în câteva minute Dacă clivajul ar fi mai rapid, dezasamblarea ar fi, de asemenea, rapidă, dar ar fi, de asemenea, mai dificil să se obțină imediat microtubuli gata pregătiți, deoarece o rată de clivaj mai rapidă necesită și o concentrație critică mai mare de subunități (vezi ecuația de mai sus) Pentru ca depolimerizarea ipotetică la echilibru a microtubulilor să se desfășoare la aceeași viteză ca și în celulă, viteza de scindare din ecuația ar trebui să fie de dimeri pe secundă La această viteză mare, concentrația critică (Ecuația ) ar trebui să crească substanțial Folosind valorile de mai sus pentru rata de scindare, concentrația critică va crește de aproximativ de ori, până la µM Astfel, aceasta va fi de ori mai mare decât concentrația intracelulară a tubulinei și se va apropia de concentrația intracelulară de ATP (aproximativ mM) Se dovedește că celula nu va conține altceva decât tubulină! Astfel, dacă microtubulii ar fi polimeri de echilibru, ar putea fi în celulă, dar ar fi mari dificultăți cu dezasamblarea lor în timpul rearanjare Deoarece dezasamblarea necesită schimbarea stării de echilibru între microtubuli și subunitățile de tubulină liberă, singurul mod în care o celulă ar putea dezasambla microtubulii ar fi distrugerea cea mai mare parte a tubulinei! Ca urmare, ar apărea mari dificultăți în adaptarea formei celulei la o schimbare a mediului Celula ar deveni inertă și incapabilă de adaptare rapidă Aceste dificultăți pot fi evitate deoarece, după asamblare, tubulina hidrolizează GTP, care transformă microtubulii în polimeri neechilibrați Spre deosebire de un polimer de echilibru, un microtubul neechilibrat este capabil de asamblare și dezasamblare rapidă care au loc la aceeași concentrație de tubulină Acest lucru se datorează faptului că procesele de atașare și detașare a subunităților la capătul unui microtubul nu mai reprezintă o reacție reversibilă, așa cum este cazul legăturii simple de echilibru În acest caz, o formă (GTP-tubulină) este atașată, iar alta (GDP-tubulină) este scindată Eliberarea de energie care are loc între două reacții în timpul hidrolizei GTP înseamnă că constantele de viteză ale proceselor de adăugare și disociere sunt independente unele de altele Cu alte cuvinte, fiecare proces poate îndeplini funcția care este în prezent convenabilă pentru celulă Pe parcursul evoluției, constanta de viteză a procesului de scindare a subunităților a devenit foarte mare Astfel, celula poate distruge rapid tubulii fără a modifica concentrația tubulinei, ceea ce contribuie la restructurarea și adaptabilitatea sa rapidă Anexă: Ce s-ar întâmpla dacă tubulina nu ar hidroliza GTP? Aplicație: Metodă de restabilire a fluorescenței după fotoalbire Puncte cheie • Folosind radiații laser de mare intensitate, fluorescența sondei din proteine sau lipide poate fi complet eliminată • Restabilirea fluorescenței în zona decolorată are loc pe măsură ce aceasta se umple cu proteine sau lipide marcate Ele sunt încorporate în locul metaboliților decolorați • Recuperarea în microtubuli a zonelor după fotoalbire necesită dezasamblarea acestora și o nouă polimerizare, inclusiv dimerii de tubulină fluorescenți Metoda de recuperare a fluorescenței după albire (FRAP) este utilizată pentru a măsura viteza cu care o anumită moleculă sau structură este schimbată cu alte astfel de molecule și structuri situate într-o zonă mică a celulei În cazul moleculelor individuale (de obicei lipide sau proteine care nu fac parte din structuri mari), FRAP vă permite să aflați cât de repede difuzează moleculele și ce parte din ele are mobilitate zile de proteine care servesc drept compo entități ale structurilor mari imobile (de exemplu, filamentele citoscheletului), este posibil să se determine cât de des aceste structuri se disociază și se reasambla Pentru a utiliza metoda FRAP, o proteină sau o lipidă care conține o etichetă fluorescentă trebuie mai întâi introdusă în celulă Celula este observată într-un microscop cu fluorescență și fluorescența este arsă în regiunea de interes atunci când este iradiată cu un fascicul laser (Înlăturarea fluorescenței sondei prin radiația laser de mare intensitate se numește albire, de unde și termenul de fotoalbire ) În acest caz, dispare doar fluorescența sondei, proteina sau lipidul își păstrează activitatea funcțională (precum și structura căreia este o parte), dar devine invizibil într-un microscop fluorescent Dacă o moleculă cu o etichetă fluorescentă decolorată este capabilă de difuzie sau asamblare în zona decolorată, atunci fluorescența este restabilită La studierea microtubulilor, tubulinele care conțin o sondă fluorescentă sunt introduse în celulă și, pentru un anumit timp, li se oferă posibilitatea de a fi incluse uniform în compoziția tuturor microtubulilor Sonda este fie o moleculă fluorescentă mică, legată covalent la tubulină purificată, fie o fuziune proteică constând din α-tubulină și proteină fluorescentă verde După cum se poate vedea în , după îndepărtarea fluorescenței într-o anumită zonă a acesteia Subunitate fotoalbire Fluorofor Fiecare subunitate conține o sondă fluorescentă Zona decolorata; Pe măsură ce microtubulii individuali sunt dezasamblați și polimerizați din nou în cursul dinamicii normale, fluorescența este restabilită treptat în zona decolorată d Liniile verzi reprezintă microtubuli individuali formați din subunități care conțin o sondă fluorescentă Înainte de începerea experimentului, sonda fluorescentă este albită într-o zonă mică prin iluminarea acesteia cu radiații de mare intensitate Dacă microtubulii nu prezintă proprietăți dinamice, zona rămâne decolorată la infinit Când prezintă proprietăți dinamice, așa cum se arată în figură, se observă o recuperare treptată a fluorescenței în zona decolorată Acest lucru are loc pe măsură ce microtubulii decolorați se depolimerizează și sunt înlocuiți cu alții noi care se formează la polimerizarea subunităților care conțin sonda fluorescentă Deoarece numărul de subunități decolorate din celulă este mic în comparație cu totalul lor, microtubulii nou formați fluoresc uniform pe toată lungimea lor Astfel, rata de recuperare a fluorescenței în zona selectată reflectă gradul de manifestare a proprietăților dinamice de către microtubuli CAPITOLUL Microtubuli formarea necesită depolimerizarea microtubulilor și asamblarea altora noi, care includ tubulina cu o sondă fluorescentă intactă Astfel, rata de recuperare a fluorescenței este proporțională cu rata de rotație a subunităților microtubulilor Aplicație: Sinteza și modificarea tubulinei Puncte cheie • Sinteza noilor molecule de tubulină este reglată de concentrația dimerilor din citoplasmă • Pentru răsucirea și asamblarea corectă într-un heterodimer, a- și p-tubulinele necesită chaperonine citosolice și cofactori suplimentari • Tubulinele suferă diverse modificări post-translaționale • Unele modificări pot apărea numai pe moleculele de polimer Ele sunt asociate cu o subpopulație stabilă de microtubuli • La unele organisme, prezența tubulinelor modificate în microtubuli accelerează legarea motoarelor proteice și este un mecanism suplimentar pentru reglarea transportului intracelular al veziculelor Sinteza a- și | -tubulinelor este reglată de un mecanism de feedback, care depinde de cantitatea de tubulină disponibilă în celulă ( • n , • :) În momentul translației, lanțul polipeptidic tubulin care părăsește ribozomul poate fi legat de dimerul tubulinei, care activează o RNază specială care degradează ARNm Astfel, într-o celulă cu un conținut ridicat dimeri de tubulină, ARNm-ul corespunzător este mai puțin stabil și se formează mai puține molecule noi de tubulină În consecință, dacă concentrația de tubulină în celulă devine sub nivelul normal, se formează mai multe molecule de ARNm tubulin stabil și se sintetizează mai multă tubulină Prin controlul stabilității ARNm de tubulină cu tubulină, celula este capabilă să mențină un grup de dimeri de tubulină în concentrații care permit microtubulilor să funcționeze normal Singur, a- și p-tubulina nu pot dobândi structura corectă de ordin superior Acest lucru necesită mai multe proteine suplimentare, dintre care unele sunt specifice tubulinei După translație, monomerii tubulinei capătă structura adecvată prin atașarea proteinei CCT, chaperonina, care se găsește în citosol Acest proces are loc cu participarea ATP Apoi alte proteine sunt implicate în asamblarea subunităților în heterodimeri, formând un complex mare (cofactori A-E) (Fig j) La unele etape ale procesului de asamblare, fiecare subunitate se leagă de o moleculă de GTP Pentru a elibera dimerul finit din complexul cu cofactorul, este necesar ca subunitatea | să poată hidroliza GTP-ul atașat la acesta, totuși, nucleotida asociată cu subunitatea a rămâne nehidrolizată Când dimerul de tubulină gata este eliberat, subunitatea | schimbă rapid GTP cu GDP, iar dimerul se poate asambla în microtubuli Subunitățile tubulinei servesc ca ținte pentru diferite modificări covalente post-translaționale, cum ar fi fosforilarea ambelor forme de tubulină, îndepărtarea unui reziduu de tirozină terminală AAAAA AUG AAAAA ARNm AUG AUG RNază Reformați ribozomul numit polipeptidă tubulina E RM AAAAA Tubulina cu dimer înalt se leagă activată concentrația cu secvența ERM nuclează se degradează tubulină și activează ARNm-nucleaza tubulinei Interacțiunea dintre dimerul tubulinei și secvența scurtă de la capătul polipeptidei tubulinice duce la degradarea ARNm de tubulină și la scăderea sintezei acesteia Acest mecanism de feedback negativ menține concentrația tubulinei citoplasmatice în limite foarte înguste Această figură arată doar tubulina și nucleaza, dar și alte componente pot fi implicate în proces Aplicație: Sinteza și modificarea tubulinei Sunt implicate opt chaperonine în formarea structurii native a monomerilor a- şi | ai tubulinei Monomerii a- și | ai tubulinei se leagă de cofactori și fiecare se leagă de GTP Cofactorii promovează asocierea monomerilor și formarea unui complex Cofactorul C este legat și GTP este hidrolizat de | -tubulină Cei trei cofactori se disociază, eliberând dimerul de tubulină Cu participarea | -tubulinei, are loc schimbul de PIB cu GTP și se creează molecula de tubulină TUBULIN DIMER gata de operare OREZ , Etapele de asamblare necesare pentru heterodimerul tubulinic Cele două subunități de tubulină se rotesc separat și apoi vin în contact cu cofactori, dintre care unii sunt specifici tubulinei Cofactorii A, B, D și E pot fi necesari deoarece conformația răsucită a subunităților de tubulină nu este stabilă până când nu fac parte din dimerii de tubulină Dimpotrivă, poate fi necesar să se modifice ușor structura subunităților a și [ , astfel încât să se potrivească mai bine între ele Pentru disocierea cofactorilor, după finalizarea procesului de asamblare, este nevoie de cofactor C și o sursă de energie, sub formă de GTP, care este hidrolizată sub acțiunea p-tubulinei și acetilarea resturilor specifice de lizină în a-tubulină, precum și adăugarea de resturi de glutamat și glicină la ambele subunități S-a demonstrat de mult timp că unele modificări, cum ar fi acetilarea și îndepărtarea tirozinei, apar întotdeauna pe microtubuli mai stabili S-au găsit cantități crescute de tubuline modificate în creier și în axonemele microtubulilor cililor și flagelilor Alte tipuri de celule conțin cantități diferite de tubuline modificate În cele mai multe cazuri, rămâne neclar modul în care modificările determină funcțiile microtubulilor Subunitățile modificate de tubulină sunt markeri utili ai stabilității microtubulilor, dar modificările post-translaționale singure nu fac microtubulii mai stabili În prezent, nu se știe cum o anumită parte a microtubulilor devine mai stabilă, dar este probabil ca acest lucru să se întâmple datorită legării MAP-urilor specifice de capetele sau pereții lor Când microtubulul s-a stabilizat, apar modificările descrise mai sus ale subunităților sale de tubulină În unele celule, microtubulii stabili sunt legați în principal de motoare proteice care accelerează mișcarea veziculelor de-a lungul lor CAPITOLUL Microtubuli Aplicație: Metode pentru studierea mobilității proteinelor motorii microtubulilor Puncte cheie • Proteinele motorii rămân active în extractele celulare Acest lucru le permite să fie izolate într-o formă purificată • Proteinele motorii se ataseaza de sticla si permit microtubulilor sa alunece pe suprafata • Mărgele - bile acoperite cu proteine motorii sunt capabile să fie transportate de-a lungul microtubulilor • Folosind microtubuli cu polaritate marcată, puteți determina în ce direcție se mișcă motorul de-a lungul acestora Descoperirea și izolarea proteinelor motorii microtubulilor a fost asociată cu dezvoltarea de noi metode care au permis cercetătorilor să studieze mobilitatea acestora în extracte celulare in vitro sau folosind preparate purificate de proteine motorii Descoperirea kinesinei a venit din observațiile veziculelor în mișcare într-un extract de celule brute - în esență citoplasmă nediluată - preparat dintr-un singur axon de calmar gigant Axonul este un obiect promițător pentru căutarea unor astfel de motoare moleculare, deoarece microtubulii săi efectuează mișcarea intensivă a veziculelor (vezi Fig ) Axonul uriaș a fost separat de corpul calmarului, iar citoplasma (sau axoplasma, așa cum preferă oamenii de știință să o numească) a fost stors din el, care a fost plasat pe o lamă de sticlă pentru a observa mișcarea Prin fracţionarea axoplasmei şi examinând mobilitatea fiecărei fracţii, Ron Weil et al izolat primul motor kinesin Spre deosebire de studiile biochimice tradiționale, care sunt efectuate în eprubete, mobilitatea este examinată la microscop, ceea ce vă permite să urmăriți mișcarea oferită de motor Cum poate fi observată activitatea motorie la microscop? Pentru a detecta mișcarea, este necesar să urmăriți obiectul în timp În acest caz, proteinele trebuie să fie native Când se utilizează microscopia electronică, aceasta este exclusă Acesta din urmă necesită un tratament chimic sever al probelor, care inactivează proteinele Microscopia cu lumină nu are o rezoluție la fel de mare ca microscopia electronică, dar are avantajul că de obicei necesită o prelucrare mai puțin severă a probei sau nu necesită deloc Prin urmare, poate fi folosit pentru a studia procese care necesită proteine active și care durează câteva minute sau mai mult Cu toate acestea, microtubulii sunt prea mici pentru ca mobilitatea asociată să fie observată cu un microscop cu lumină convențională Problema este rezolvată prin vizualizarea microtubulilor într-unul din două moduri O modalitate este de a utiliza microscopia cu contrast de interferență diferențială (DIC) (care este un tip de microscopie ușoară) și de a îmbunătăți vizibilitatea cu tehnici video și computerizate Pe GIV - • ■ • • prezintă un microtubul care a fost observat folosind , Imaginea unui microtubul obținută prin microscopie DIC urmată de îmbunătățirea computerului Imaginea pare granulată, dar poziția microtubulului și lungimea acestuia sunt clar vizibile Folosind această metodă, este posibil să se măsoare lungimea microtubulilor, să se observe procesele de mobilitate și transport cu participarea lor Fotografie prin amabilitatea lui Lynn Cassimeri, Universitatea Lehigh DIC O altă modalitate este de a pre-asambla microtubuli din dimeri de tubulină marcați cu o sondă fluorescentă și apoi de a le observa folosind un microscop fluorescent Interesant, pentru a studia mobilitatea motoarelor cu proteine, încărcătura nu este necesară Acest lucru se datorează faptului că, spre deosebire de microtubuli, motoarele proteice sunt microtubul pozitia de pornire OREZ , O serie de cadre video care arată un microtubul care se mișcă pe o suprafață de sticlă Imaginea a fost obținută într-un experiment in vitro Microtubulii au fost vizualizați prin microscopie de interferență diferențială (DIC) urmată de procesarea imaginii Transportul microtubulilor are loc datorită generării de forțe de către motoarele proteice asociate cu suprafața sticlei Fotografie prin amabilitatea lui Lynn Cassimeri, Universitatea Lehigh Anexă: Metode pentru studierea mobilității proteinelor motorii microtubulilor sunt utilizate cu suprafețe de sticlă (lamă pentru microscop și lamelă) Când doar motoarele se leagă de sticlă, activitatea lor permite microtubulilor să se miște de-a lungul suprafeței Exemple relevante sunt prezentate în figurile și Testul de deplasare a microtubulilor a fost utilizat pentru a examina fracțiile biochimice care au rezultat din purificarea primei kinezine Acest test este utilizat în mod obișnuit pentru a studia proteinele motorii ale microtubulilor Într-una dintre modificările sale, sunt utilizate margele de sticlă sau latex acoperite cu motoare proteice și se observă mișcarea lor de-a lungul microtubulilor Acest "test cu mărgele" este ceva mai complicat, deoarece margelele și microtubulii trebuie observate cu ajutorul unui microscop cu lumină În toate cazurile, microtubulii sunt mai întâi stabilizați prin legarea lor de paclitaxel (vezi Introducere) Fiecare linie albă este un microtubul care conține subunități de tubulină cu o sondă fluorescentă Mișcarea microtubulilor are loc datorită interacțiunii lor cu moleculele de kinesină, care acoperă suprafața sticlei Fiecare microtubul se mișcă în mod constant la o distanță care este de câteva ori dimensiunea sa, ceea ce facilitează înregistrarea vitezei mișcării sale nv Două cadre video care arată mișcarea a doi microtubuli de-a lungul suprafeței sticlei Microtubulii sunt asamblați din tubulină purificată la care se adaugă niște tubulină care conține o sondă fluorescentă Kinesina se atașează de sticlă deoarece sarcina pozitivă a domeniului de coadă interacționează cu suprafața încărcată negativ a sticlei Săgețile roșii și galbene marchează poziția a doi microtubuli; direcția mișcării lor este indicată prin linii punctate Reproducere cu permisiunea de la MiLLigan, R Science, : - (r) AAAS Imagini video oferite de Ron Milligan, Scripps Research Institute, Ronald Weil, H Hughes Medical Institute și Graham Johnson, fiVth com OREZ , Un singur microtubul format dintr-un mic precursor, la capătul plus al căruia conține un număr semnificativ mai mare de subunități de tubulină cu o sondă fluorescentă Diferența de lungime dintre capetele plus și minus este clar vizibilă Astfel de microtubuli facilitează determinarea direcției de mișcare a motoarelor Fotografie prin amabilitatea lui Arshad Desai, Institutul Ludwig pentru Cercetarea Cancerului O trăsătură caracteristică a motoarelor proteice este că acestea sunt capabile să se deplaseze de-a lungul microtubulului într-o singură direcție Pentru a determina dacă motorul se mișcă spre capătul plus sau minus, este necesar să aflăm cum este determinată polaritatea microtubulului O modalitate de a determina polaritatea implică mai întâi asamblarea structurilor microtubulilor radiali pe centrozomi izolați și apoi fixarea lor pe o lamă de sticlă Apoi se aplică margele pe acest pahar și se observă mișcarea lor În acest caz, margelele acoperite cu un motor proteic care se deplasează spre centrul structurii se deplasează spre capătul minus, iar cele care se deplasează din centru se deplasează spre capătul plus O altă modalitate de a marca polaritatea microtubulilor se bazează pe o polimerizare mai rapidă la capătul plus Pentru a efectua testul, se formează mai întâi microtubuli scurti cu un procent foarte mare de subunități care conțin o sondă fluorescentă Acești microtubuli strălucitori sunt apoi utilizați ca locuri de nucleare pentru microtubuli mai lungi într-o soluție care conține un procent mult mai mic de tubulină fluorescentă Moleculele de tubulină sunt adăugate la ambele capete ale tubilor de nucleare, dar mult mai repede spre capătul plus Ca urmare, se formează un set de microtubuli cu o zonă scurtă și foarte luminoasă în mijloc și zone mai slabe, dar vizibile la capete (Fig ) Secțiunea de la capătul plus este mult mai lungă decât de la capătul minus, ceea ce vă permite imediat să determinați polaritatea microtubulului Acești microtubuli fluorescenți marcați cu polaritate pot fi utilizați pentru a detecta motilitatea pentru a determina direcția de mișcare La descifrarea rezultatelor experimentului, este important să ne amintim că motoarele proteice sunt fixe Când motorul se mișcă în direcția capătului plus, microtubulul se va deplasa înainte cu capătul său minus Aproape toate metodele de determinare a mobilității sunt variante ale acestor teste Natura setării sarcinilor, detaliile aranjamentelor experimentale și rezoluția sistemului de detectare pot varia, dar principiul de bază rămâne același CAPITOLUL Microtubuli Bibliografie Introducere Revizuire Jordan, M A și Wilson, L, Microtubuli și filamente de actină: ținte dinamice pentru chimioterapia cancerului Curr Opinează CellBiol v ora : - Kries, T și Vale, R , eds , Ghid pentru proteinele citoscheletice și motorii Presa Universitatii Oxford Funcțiile generale ale microtubulilor Revizuire Gard, D L, Cha, BJ și Schroeder, MM, Microscopia imunofluorescență confocală a microtubulilor, proteinelor asociate microtubulilor și centrelor de organizare a microtubulilor în timpul oogenezei amfibiene și dezvoltării timpurii Curr top dev Biol v p - Howard, J și Hyman, AA, Dinamica și mecanica microtubulului plus capătul Natura v p - Microtubulii sunt polimeri polarizați ai a- și Ș-tubulinei Revizuire Nogales, E , Perspectivă structurală asupra funcției microtubulilor Annu Rev Biophys Biomol Struct v p - Studiu Song, YH și Mandelkow, E , Anatomia microtubulilor flagelari: polaritatea, cusătura, joncțiunile și rețeaua J Cell Biol V p - Subunitățile de tubulină purificată se adună în microtubuli Revizuire Desai, A și Mitchison, T J , Microtubule polymerization dynamics Annu Rev CellDev Biol v ora p m - Job, D , Valiron, O și Oakley, B , Microtubule nucleation Curr Opinează CellBiol v ora p m - Mitchison, TJ, Comparați și contrastați filamentele și microtubulii de actină Mol Biol Cellv p - Capul subunităților de tubulină PF reglează tranzițiile de instabilitate dinamică Revizuire Desai, A și Mitchison, T J , Microtubule polymerization dynamics Annu Rev CellDev Biol v ora p m - Howard, J și Hyman, AA, Dinamica și mecanica microtubulului plus capătul Natura v p - Mitchison, TJ, Comparați și contrastați filamentele și microtubulii de actină Mol Biol Cellv p - Studiu Arnal, L, Karsenti, E și Hyman, AA, Tranzițiile structurale la capetele microtubulilor se corelează cu proprietățile lor dinamice în extractele de ouă de Xenopusj CellBiol v p - Centrele de organizare a microtubulilor sunt utilizate pentru a iniția asamblarea celulelor Revizuire Bornens, M , Compoziția centrozomilor și mecanismele de ancorare a microtubulilor Curr Opinează CellBiol v ora p m - Studiu Dictenberg, JB, Zimmerman, W , Sparks, CA, Young, A , Vidair, C , Zheng, Y , Carrington, W , Fay, FS și Doxsey, SJ, Pericentrin și forma gamma-tubulină un complex proteic si sunt organizate intr-o retea novei la centrozom J CellBiol v p - Moritz, M , Braunfeld, MB, Sedat, JW, Alberts, B și Agard, DA, Nuclearea microtubulilor prin inele care conțin gamma-tubulină în centrozom Natura v p - Dinamica microtubulilor din celule Revizuire Bornens, M , Compoziția centrozomilor și mecanismele de ancorare a microtubulilor Curr Opinează CellBiol v ora p m - Studiu Komarova, YA, Vorobjev, IA și Borisy, GG, Ciclul de viață al MT: creșterea persistentă în interiorul celulei, tranziția asimetrică și efectele frecvențelor limitei celulei J Cell Sci v p - Rusan, NM, Fagerstrom, CJ, Yvon, AM și Wadsworth, P , Modificări dependente de ciclul celular în dinamica microtubulilor în celulele vii care exprimă proteina fluorescentă verde-alfa tubulină Mol Biol Celula v ora - De ce există microtubuli dinamici în celule? Studiu Hoy, T E , Dogterom, M , Yurke, B și Leibler, S , Asamblarea și poziționarea sterilor de microtubuli în camere microfabricate Proc Natl Acad sci SUA v p - Celulele folosesc mai multe grupuri de proteine pentru a regla stabilitatea microtubulilor Revizuire Cassimeris, L, Reglarea proteinelor accesorii a dinamicii microtubulilor de-a lungul ciclului celular Curr Opinează Biol celular v ora - Lee, VM și Trojanowski, JQ, Tauopatii neurodegenerative: boală umană și modele de șoarece transgenic Neuronv p - Studiu Desai, A , Verma, S , Mitchison, TJ și Walczak, C E , Kinzinele Kin I sunt enzime de destabilizare a microtubulilor Celula v p - Gundersen, GG și Bretscher, A , Biologie celulară asimetriile microtubulilor Știința v p - Heald, R , Un duo dinamic de modulatori de microtubuli Nat CellBiol v p El -El McNally, FJ, Citoscheletul: CLAScPung capătul până la margine Curr Biol v ora R -R Concepte generale ale proteinelor motorii microtubulilor Revizuire Gibbons, IR, Familia Dynein de proteine motorii: starea prezentă și întrebări viitoare Cell Moții Citoscheletul v p - Referințele Cum funcționează proteinele motorii Revizuire Gibbons, IR, Familia Dynein de proteine motorii: starea prezentă și întrebări viitoare Cell Moții Citoscheletul v p - Vale, RD și Milligan, RA, Modul în care lucrurile se mișcă: Privind sub capota proteinelor motorii moleculare Știința v p - Woehlke, G și Schliwa, M , Walking on two heads: The many talents of kinesin Nat Rev Mol Biol celular v p - Studiu Burgess, SA, Walker, M L, Sakakibara, H , Knight, PJ și Oiwa, K , Dynein structure and power stroke Natura v p - Gross, SP, Welte, MA, Block, SM și Wieschaus, EF, Coordonarea motoarelor de microtubuli cu polaritate opusă J CellBiol v p - Vallee, RB și Hodk, P , Motoare moleculare: O mașină magnifică Natura v p - Cum comunică încărcătura cu motorul corespunzător Revizuire Goldstein, LS, Kinesin molecular motors: transport pathways, receptors, and human disease Proc Natl Acad sci SUA V p - Holleran, EA, Karki, S și Holzbaur, E L, Rolul complexului de dinactină în motilitatea intracelulară Int Rev Cytol v p - Kamal, A și Goldstein, LS, Principiile atașării încărcăturii la proteinele motorii citoplasmatice Curr Opinează CellBiol v ora p m - Vale, RD, The molecular motor toolbox for intracellular transport Celula v p - Interacțiunea dintre microtubuli și filamentele de actină Revizuire Rodriguez, O C , Schaefer, A W , Mandato, C A , Forscher, R , Bement, W M și Waterman-Storer, C M , Interacțiunile microtubuli-actină conservate în mișcarea și morfogeneza celulelor Nat Biol celular v p - Studiu Bayless, KJ, și Davis, G E, Depolimerizarea microtubulilor prăbușește rapid rețelele de tuburi capilare in vitro și vasele angiogenice in vivo prin mica GTPase Rho J Biol Chim v USD - Cilii și flagelii sunt structuri mobile Revizuire Cole, DG, The intraflagellar transport machinery of Chlamydomonas reinhardtii trafic v p - Ibanez-Tallon, I , Heintz, N și Omran, H , To beat or not to beat: Roles of cilis in development and disease Zumzet Mol Genet V Spec Nr p R -R Pazour, GJ și Witman, GB, Cilioul primar al vertebratelor este un organel senzorial Curr Opinează Biol celular v ora p m - Porter, ME și Sale, WS, Axonemul + ancorează multiple dineine ale brațului intern și o rețea de kinaze și fosfataze care controlează motilitatea / CellBiol v p F -F Ce urmeaza? Revizuire Addinall, SG și Holland, B , Strămoșul tubulinei, FtsZ, desenator, proiectant și forță motrice pentru citokineza bacteriană / Mol Biol v p - Hirokawa, N și Takemura, R , Caracterizarea biochimică și moleculară a bolilor legate de proteinele motorii Trends Biochim sci v p - Kirschner, M și Mitchison, T , Dincolo de auto-asamblare: de la microtubuli la morfogeneză Celula v p - Studiu Mayer, TU, Kapoor, TM, Haggarty, SJ, King, RW, Schreiber, S L și Mitchison, TJ, Inhibitor de molecule mici al bipolarității fusului mitotic identificat într-un ecran bazat pe fenotip Știința v p - Puls, L, Jonnakuty C , LaMonte, B H , Holzbaur, E L, Tokito, M , Mann, E , Floeter, MK, Bidus, K , Drayna, D , Oh, SJ, Brown, RH, Ludlow, CL și Fischbeck, K H , Dinactina mutantă în boala neuronului motor Nat Genet v p - Zhao, C , și colab , Boala Charcot-Marie-Tooth de tip A cauzată de mutația într-un motor de microtubuli KIFIBbeta Cellv p - Aplicație: Sinteza și modificarea tubulinei Revizuire Cleveland, DW, Instabilitatea autoreglată a ARNm de tubulină: un nou mecanism de reglare eucariotă Trends Biochim sci v ora p m - Luduena, RF, Forme multiple de tubulină: produse genetice diferite și modificări covalente Int Rev Cytol v p - Rosenbaum, J , Citoscheletul: funcțiile pentru modificările tubulinei în sfârșit Curr Biol v ora : R -R Szymanski, D , Cofactori de pliere tubulină: jumătate de duzină pentru un dimer Curr Biol v ora R -R Anexă: Metode pentru studiul mobilității proteinelor motorii microtubulilor Studiu Vale, RD, Reese, T S și Sheetz, M R Identificarea unei proteine generatoare de forțe novei, kinesin, implicată în motilitatea bazată pe microtubuli Celula v p - CAPITOLUL Microtubuli actina Enrique M De La Cruz Facultatea de Biofizică Moleculară și Biochimie Universitatea Yale, New Haven, CT E Michael Ostap Facultatea de Medicină de la Universitatea din Pennsylvania, Institutul de Performanță Musculară, Departamentul de Fiziologie, Philadelphia, PA Micrografie a unei celule epiteliale Filamentele de actină conțin faloidină, care este verde fluorescent Structurile liniare strălucitoare sunt elemente contractile care conțin miozină, care sunt numite fibrile de stres Fotografie prin amabilitatea lui Nanyun Tan și E Michael Ostap, Universitatea din Pennsylvania REZUMATUL CAPITOLULUI ! Introducere Actina este o proteină omniprezentă a citoscheletului Actina monomerică leagă ATP și ADP Filamentele de actină sunt polimeri polarizați structural Polimerizarea actinei este un proces dinamic și în mai multe etape Subunitățile de actină hidrolizează ATP după polimerizare Proteinele care leagă actina îi reglează polimerizarea și organizarea filamentului Proteinele care se leagă de monomerii de actină afectează polimerizarea acestora Polimerizarea actinei în celulă este controlată de proteinele de nucleare Lungimea filamentelor de actină este reglată de proteinele de acoperire Dinamica filamentului de actină este reglată prin tăierea și depolimerizarea proteinelor Proteinele de reticulare organizează filamentele de actină în mănunchiuri și rețele ortogonale Motilitatea celulară este asigurată de funcționarea comună a actinei și a proteinelor care interacționează cu aceasta Polimerizarea actinei este reglată de proteinele G mici Miozinele sunt motoare moleculare cuplate cu actină, care joacă un rol esențial în multe procese celulare Miozina parcurge distante nanometrice si genereaza forte de cativa piconewtoni Functiile intracelulare si localizarea miozinelor sunt reglate in moduri diferite Miozina II este implicata in contractia musculara Ce urmeaza? rezumat Anexă: Două modele care descriu generarea forței în ansamblul polimerului Bibliografie Introducere [Dispoziții de bază Motilitatea este o proprietate fundamentală și necesară a tuturor celulelor eucariote Filamentele de actină formează multe structuri celulare diferite Proteinele asociate cu citoscheletul de actină sunt capabile să dezvolte forțe care asigură motilitatea celulei Citoscheletul de actină este o structură dinamică și se rearanjează ca răspuns la semnalele venite de la celulă sau din mediu În timpul polimerizării actinei, sunt generate forțe care provoacă alungirea excrescentelor celulare și asigură mobilitatea unor organite Citoscheletul interior, care este format din microtubuli, filamente de actină (numite și microfilamente) și filamente intermediare, oferă celulei rezistență mecanică și o ajută să-și mențină forma Alături de aceasta, citoscheletul este o structură de susținere care permite celulei să exercite controlul asupra mișcării, modificării formei și rearanjarea elementelor interne Mișcările care sunt efectuate cu participarea citoscheletului asigură mobilitatea celulară Multe funcții celulare necesită acțiunea concertată a două sau trei structuri de filament citoscheletic (vezi Interacțiunea dintre microtubuli și filamentele de actină) Cu toate acestea, filamentele de actină joacă un rol principal în multe funcții celulare, cum ar fi citokineza, fagocitoza și contracția musculară Proteina actină polimerizează pentru a forma filamente fibrilare lungi, al căror diametru ajunge la ~ nm Aceste filamente pot fi reticulate de alte proteine pentru a forma o varietate de structuri celulare Pe fig l prezintă unele structuri, a căror componentă principală este citoscheletul de actină Acestea includ microvilozități intestinale, stereocilii ale epiteliului senzorial, fibrile de stres ale celulelor atașate, con de creștere neuronală, excrescențe (lamelipodii și filopodii) la granița celulelor mobile și filamente subțiri ale celulelor musculare Aproape toate structurile bazate pe actină sunt dinamice și capabile să se rearanjeze ca răspuns la semnale interne sau externe Citoscheletul de actină generează forță și mișcă celulele în două moduri: prin polimerizarea monomerilor de actină în filamente și prin interacțiunea cu motoarele miozinei Acestea din urmă se leagă lateral de filamentele de actină și generează forțe și mișcări datorită energiei hidrolizei ATP În acest caz, mișcarea poate fi efectuată în raport cu filamentul de actină, ca, de exemplu, în timpul contracției musculare și transportului veziculelor De exemplu, forța generată de polimerizarea actinei este folosită pentru a împinge plasma înainte membrane în timpul mișcării celulelor În multe procese, cum ar fi contracția musculară, actina și miozina funcționează împreună În acest capitol, vom lua în considerare mecanismul motilității celulelor eucariote asociat cu complexul de actomiozină Multe modele de motilitate celulară au fost elucidate în timpul experimentelor biochimice folosind proteine purificate și componente celulare Pe baza acestor experimente, pot fi modelate mișcări mai complexe ale celulelor Prin urmare, în primul rând, vom caracteriza proprietățile moleculare ale citoscheletului de actină (structura, asamblarea și dezasamblarea filamentelor și proteinelor care reglează dinamica actinei în celulă) Vom discuta apoi despre actina și proteinele asociate acesteia în relație cu funcția lor în celulă Citoscheletul de actină joacă un rol critic în aproape fiecare proces celular; În acest capitol, vom lua în considerare activitatea motrică asociată cu asamblarea filamentelor de actină, precum și cu contracția complexului de actomiozină și problemele de transport cu participarea acestuia De asemenea, oferim link-uri către alte capitole care discută importanța citoscheletului de actină în viața celulară și dinamica acestuia OREZ Filamentele de actină formează microvilozități intestinale, stereocilii urechii interne, lamelipodii, filopodii, conuri de creștere neuronală, fibrile de stres și sarcomere Fotografii cu microvilozități obținute la microscop electronic și reproduse din The Journal of Cell Biology, , voi , pp - (r) The Rockefeller University Press Micrografii electronice de scanare și transmisie ale stereocililor, prin amabilitatea lui James A Hudspeth, Universitatea Rockefeller Reproducere din Hudspeth, A J și Jackobs, R Proc Natl Acad Știința SUA : - (r) National Academy of Sciences SUA (stânga) Reproduct din The Journal of Cell Biology, Voi pp - (r) Rockefeller University Press (sus și dreapta) Fotografie cu lamellipodia prin amabilitatea Tatianei M Svitkina, Universitatea din Pennsylvania Reproducere din Motta, R M Progrese recente în microscopia celulelor, țesuturilor și organelor (r) de Antonio Delfino Editore-Roma Fotografie cu filopodia reprodusă din Cell, voi , Gertler, B , şi colab Lamellipodial versus filopodial pp - (r) prin amabilitatea lui Elsevier Fotografie prin amabilitatea Tatiana M Svitkina, Universitatea din Pennsylvania Fotografia unui con de creștere a neuronilor care conține o sondă fluorescentă reprodusă din The Journal of Cell Biology, , voi , pp - (r) The Rockefeller University Press Fotografie prin amabilitatea lui Andrew Schaefer și Paul Forcher, Universitatea Yale Fotografia unei celule cu fibrile de stres care conține o sondă fluorescentă, prin amabilitatea lui Michael W Davidson și a Fundației de Cercetare a Universității de Stat din Florida Micrografie electronică a sarcomerului, prin amabilitatea Clarei Franzini-Armstrong, Facultatea de Medicină de la Universitatea din Pennsylvania CAPITOLUL Actină Introducere Actina este o proteină omniprezentă citoschelet Puncte cheie Actina este o proteină esențială, răspândită, care se găsește în toate celulele eucariote Actina există ca un monomer numit G-actin și ca un polimer liniar numit F-actino Actina este una dintre proteinele extrem de abundente găsite în toate celulele eucariote Se caracterizează printr-o structură conservatoare; secvențele de actină din diferite specii de organisme prezintă o identitate de % Un grad ridicat de omologie structurală a actinei se găsește și printre procariote (vezi Peretele celular al bacteriilor conține o structură de rețea de peptidoglicani) În celulele musculare, actina reprezintă până la % din proteina totală, iar în multe celule concentrația sa în citosol este mai mare de µM Multe organisme au gene multiple de actină care codifică diferite izoforme ale actinei (de exemplu, șase gene de actină sunt cunoscute la om) Există trei forme de actină la vertebrate: a, p și y Aceste izoforme au o compoziție similară de aminoacizi, dar au funcții diferite Izoforma a este exprimată în principal în celulele musculare și face parte din structurile contractile Izoformele p și y sunt exprimate în principal în celule non-musculare Actina există într-o formă monomerică (numită globulară, adică G-actină) și într-o formă polimerică liniară (numită filamentară sau F-actină) Monomerii și filamentele sunt în echilibru chimic reversibil, deoarece un monomer individual de actină se poate lega sau se poate desprinde de la capătul unui filament ÎN În celulă, polimerizarea actinei este fin reglată de multe proteine care interacționează în principal cu monomerii sau filamentele sale Aceste proteine reglatoare capabile să lege actina controlează tranziția dintre forma sa monomeră și cea filamentoasă (vezi Proteinele care leagă actina reglează polimerizarea și organizarea filamentului) Sunt cunoscute mai multe proteine asemănătoare actinei (Arps) care sunt similare structural cu actina Aceste proteine includ Agri, care face parte dintr-un complex proteic care leagă proteina motorie a microtubulilor, dineina, de membrană (vezi Cum se leagă încărcătura de motor) Mai târziu în acest capitol, vom lua în considerare rolul complexului proteic format din Arp și Arp în reglarea polimerizării actinei (vezi Polimerizarea actinei în celulă este controlată de proteinele de nucleare) Actina monomerică leagă ATP și ADP Puncte cheie Actina monomerică este o moleculă de dimensiune kDa, constând din patru subdomenii Legarea reversibilă a cationului divalent și a nucleotidului are loc în buzunarul de actină monomerică Actina monomerică este o proteină de kDa la care se leagă o nucleotidă și un cation divalent Ca formă, seamănă cu doi lobi, care sunt despărțiți de o adâncitură mare (buzunar) Structura cristalină a actinei este prezentată în fig Q Fiecare acțiune constă din două subdomenii Cele patru subdomenii sunt numerotate de la la Două Capăt ascuțit (-) Capăt cu pene (+) Structura cristalină a cadrului proteic al monomerului de actină Subdomeniile sunt numerotate de la la Imaginea a fost construită conform fișierului Protein Data Bank ATN (Kabsch W , Mannherz HG, Suck, D , Pai, EF, Holmes, K C Atomic Structure of the Actin: DNAse I Complex, Nature : - ( ) CAPITOLUL Actină lobii sunt legați prin două lanțuri între domeniile și Ei servesc ca pivot care le permite să se deplaseze unul față de celălalt O nucleotidă (ATP sau ADP) și un cation divalent (calciu sau magneziu) se leagă de partea centrală a actinei monomerice, pătrunzând adânc în adâncitura dintre subdomeniile și Se crede că legarea nucleotidelor umple golul dintre cei doi lobi Legarea este reversibilă, iar nucleotida legată este schimbată cu nucleotide libere care sunt în soluție Deoarece actina leagă ATP mai puternic decât ADP, iar concentrația de Mg + în citosol este mult mai mare decât Ca +, ATP este prezent într-o concentrație mai mare, iar în celulă, în actina monomerică, există un situs de legare a nucleotidelor ocupat de Mg ATP Filamentele de actină sunt structural polimeri polarizați Puncte cheie • În prezența concentrațiilor fiziologice de cationi monovalenți și divalenți, actina monomerică polimerizează pentru a forma filamente • Filamentele de actină sunt polarizate structural și cele două capete ale lor nu sunt identice Legături longitudinale □ Conexiuni laterale Monomerii de actină se asamblează cap la coadă pentru a forma filamente polarizate dublu catenar În prezența canoanelor monovalente și divalente în concentrație intracelulară, actina monomerică polimerizează pentru a forma filamente cu un diametru de ~ nm Polimerizarea este reversibilă și monomerii sunt adăugați și îndepărtați continuu de la capătul filamentului Procesul de asamblare și dezasamblare determină mobilitatea celulelor, care se bazează pe procesul de polimerizare a actinei După cum se arată în și , monomerii polimerizează într-o orientare cap-coadă și, astfel, toate subunitățile dintr-un filament au aceeași orientarea curentă Filamentul de actină seamănă cu un fir dublu de margele răsucite spre dreapta, așa cum se arată în Fig și Acest lucru a fost descoperit folosind microscopia electronică Deoarece structura monomerilor este polară (vezi Fig ), filamentul este de asemenea polar, adică cele două capete ale sale sunt diferite Se numesc capete cu pene și ascuțite Polaritatea filamentului joacă un rol în transportul în două sensuri și în polarizarea celulelor Capătul filamentului de actină, care se termină în subdomeniile G și , este un capăt cu pene și se termină în subdomeniile eu tM Cadre de animație care ilustrează asamblarea secvențială a monomerilor de actină într-un filament de actină Fotografii prin amabilitatea lui Kenneth K Holmes, Institutul de Cercetare Medicală Max Planck Filamentele de actină sunt polimeri polarizați structural OREZ (Stânga) Fotografia cu microscopul electronic a unui filament de actină (Mijloc) Un model de filament de actină construit dintr-o reconstrucție D a micrografiilor electronice (Dreapta) Structurile atomice ale monomerilor de actină sunt poziționate față de un model D și ilustrează plasarea subunităților într-un singur filament de actină Fotografie prin amabilitatea lui Weli Eby, Universitatea din Basel și - ascuțit (vezi Fig ) Aceste denumiri sunt derivate din apariția filamentelor de actină asociate cu miozina Deoarece filamentele de actină sunt elicoidale și polarizate, la microscopul electronic, proteinele miozinei seamănă cu penele unei săgeți (vezi Figura ) Filamentele de actină cu pene și ascuțite mai sunt denumite capete plus (+) și, respectiv, minus (-), în concordanță cu nomenclatura acceptată pentru capetele respective ale microtubulilor (vezi Microtubulii sunt polimeri polarizați ai a- și fi-tubulinei) Fiecare subunitate de actină din filament intră în contact cu patru subunități învecinate: una pe fiecare parte a aceleiași fire (contacte longitudinale) și două pe firul opus (contacte laterale) (vezi Figura ) Aceste contacte fac filamentele de actină foarte puternice Sunt rezistente la schimbările de temperatură și pot crește, atingând lungimi de ordinul a mii de subunități Filamentele sunt puternice, dar se rup atunci când sunt îndoite ascuțit Deși filamentele scurte ( µm) sunt adesea curbate Polimerizarea actinei este un proces dinamic și în mai multe etape Puncte cheie • Polimerizarea actinei de novo este un proces în mai multe etape care include inițierea și alungirea • Viteza de polimerizare a monomerului la cele două capete ale filamentului este diferită • Capătul cu pene al filamentului de actină crește mai repede Celulele se deplasează împingând înainte marginea din față și trăgând în sus secțiunea cozii Excrescentele anterioare pot fi lamellopodia sau filopodia Lamellopodia sunt excrescențe subțiri, plate, închise de membrană, care conțin o rețea extinsă de filamente de actină (vezi Figura ) În schimb, filopodiile arată ca tentacule înconjurate de o membrană și care conțin mănunchiuri de filamente de actină dispuse paralel între ele CAPITOLUL Actină (vezi fig ) Creșterea filopodiilor și lamellopodiilor are loc datorită polimerizării actinei Vom discuta acest proces în detaliu aici Polimerizarea monomerilor de actină în timpul formării filamentelor este un proces în mai multe etape Poate fi studiat in vitro folosind actina monomerică purificată într-o soluție cu putere ionică scăzută Polimerizarea este inițiată prin creșterea concentrației de sare la un nivel fiziologic Procesul de polimerizare spontană in vitro poate fi împărțit în trei faze - nucleare, alungire și stare de echilibru ( ) În faza de nucleare, se formează un oligomer de actină, care are proprietăți similare cu un filament Acest oligomer servește ca miez (nucleu) pentru polimerizarea ulterioară a actinei Nucleul este un trimer, care este cea mai mică unitate care contactează filamentul în direcțiile longitudinale și laterale (Fig ) Astfel, nuclearea are loc în două etape: formarea unui dimer din doi monomeri, urmată de adăugarea unei a treia subunități În același timp, podeaua este nevoie de trimer Dimerii și trimerii de actină sunt instabili (Kd ~ pM- mM) și există la concentrații foarte scăzute Astfel, ca urmare a nucleării în timpul polimerizării spontane, apare o perioadă de întârziere Perioada de întârziere poate fi absentă dacă nucleele din care se pot forma monomerii sunt deja pregătite (de exemplu, dacă sunt prezente filamente normalizate) În celulă, asamblarea filamentului este inițiată de proteinele care leagă actina (vezi Polimerizarea actinei în celulă este controlată de proteinele de nucleare) În faza de alungire, are loc o creștere rapidă a filamentelor pe direcția longitudinală (vezi Fig ) Filamentele de actină cresc de la capete, nu din lateral Prin urmare, filamentele sunt diferite ca lungime, dar toate au aceeași grosime Pe măsură ce subunitățile polimerizează și concentrația de monomer liber scade, faza de alungire încetinește Când procesul de polimerizare este într-o stare de echilibru, creșterea filamentelor nu are loc Cu toate acestea, există un schimb lent constant între subunitățile de actină situate pe i II l g Procesul de asamblare a filamentelor de actină, pornind de la o soluție de monomeri, poate fi împărțit în următoarele faze: nucleare, alungire și echilibru Faza de nucleare poate fi ocolită prin adăugarea unei cantități mici de filamente preformate (nuclei) Polimerizarea actinei este un proces dinamic și în mai multe etape OREZ Conform studiilor in vitro, asamblarea filamentelor de actină începe atunci când concentrația inițială de monomeri de actină depășește concentrația critică, Cc Conform experimentelor in vitro, viteza de alungire depinde liniar de concentrația de monomeri de actină capete ale filamentelor și în bazinul de monomeri Concentrația de monomeri de actină liberă caracteristică stării de echilibru se numește concentrație critică (Cc) ( ) Acest termen este de asemenea indicați concentrația de subunități de actină necesare pentru formarea filamentului (Cc pentru asamblarea actinei) Când concentrația totală de actină monomerică depășește valoarea critică, are loc formarea filamentului Dimpotrivă, dacă concentrația totală de actină este sub cea critică, aceasta există doar sub formă monomerică La o anumită compoziție de soluție, concentrația critică este o valoare constantă, dar depinde de prezența proteinelor reglatoare care se leagă de monomerii și filamentele de actină (vezi Proteinele care se leagă de monomerii de actină afectează polimerizarea acestora și Polimerizarea actinei în celula este controlată de proteinele de nucleare) La o concentrație de monomer peste valoarea critică, are loc alungirea filamentului, a cărei viteză depinde liniar de concentrația de monomeri în soluție (P'l) Viteza de alungire a unui filament individual este produsul dintre constanta vitezei de adăugare a monomerilor (&op; unități μM- s- ) și concentrația acestora Viteza de depolimerizare (fcoff; unități s- ) nu depinde de concentrația de actină monomerică Când concentrația de actină monomerică este egală cu cea critică CAPITOLUL Actină liniar, atunci rata de alungire și depolimerizare devine aceeași, iar creșterea filamentului nu are loc: (*op) (Q^off După transformare obținem: G - ^off La echilibru, constanta de disociere este koii/kon Prin urmare, concentrația critică este egală cu constanta de disociere de echilibru pentru legarea actinei monomerice la capătul filamentului: Cc = Kd &op și (și rapoartele lor, adică concentrația critică) depind de natura nucleotidului legat de actină (această problemă este discutată în detaliu în secțiunea următoare) În prezența ATP, actina monomerică se leagă de capătul cu pene al filamentului de aproximativ zece ori mai repede decât de capătul ascuțit Acest lucru este confirmat de experimentul corespunzător (cf ) În acest experiment, filamente scurte de actină cu miozină atașată la ele au fost folosite pentru a nuclea polimerizarea actinei Fotografia făcută la microscopul electronic după alungirea filamentului arată că la capătul cu pene a fost polimerizată mult mai multă actină decât la capătul ascuțit Prin urmare, capătul cu pene este adesea denumit capătul cu creștere rapidă (capătul plus), iar capătul ascuțit ca capătul cu creștere lentă (capătul minus) al filamentului Rata de includere a monomerului în capetele filamentului nu este aceeași Valorile constantelor vitezei de alungire Rezultatele unui experiment care demonstrează că polimerizarea actinei are loc în principal la capătul cu pene al filamentului Un filament legat de actină a fost folosit pentru a nuclea procesul de alungire Fotografie prin amabilitatea lui Marshall Runge, Școala de Medicină J Hopkins și Thomas Pollard, Universitatea Yale Subunitățile de actină hidrolizează ATP după polimerizare t Puncte cheie • Hidroliza ATP sub acţiunea subunităţilor filamentului de actină este ireversibilă Prin urmare, polimerizarea actinei este un proces de neechilibru • Valoarea concentrației critice pentru ansamblul actinei depinde de ce nucleotidă, ATP sau ADP, este legată de monomer • Concentrația critică pentru ATP-actină este mai mică decât pentru ADP-actină • În prezența ATP, există două concentrații critice diferite pentru cele două capete ale filamentului de actină După cum este descris în secțiunea anterioară, procesul de asamblare spontană a actinei in vitro poate fi descris destul de precis folosind concepte standard bazate pe legea acțiunii în masă și cinetica reacțiilor chimice reversibile Cu toate acestea, subunitățile de actină au activitate enzimatică și, după încorporarea în filament, hidrolizează ATP-ul legat Aceasta introduce o complexitate suplimentară în descrierea procesului de asamblare a actinei Actina monomerică nu hidrolizează ATP, totuși, după polimerizare, dobândește o astfel de capacitate Aceasta produce ADP și fosfat anorganic (Pn) Procesul de hidroliză a ATP este practic ireversibil După hidroliză, ADP și Phi rămân legate de actină prin legături necovalente Fosfatul este eliberat lent din filament, dar ADP rămâne ferm legat de el și nu este desprins pe tot timpul cât subunitatea se află în filament Polimerizarea nu necesită hidroliza ATP De fapt, în timpul polimerizării actinei, există o anumită perioadă de întârziere (r în io) între încorporarea subunităților în filament și hidroliza ATP Mai mult, ATP-ul în sine nu este necesar pentru polimerizare: ADP-actina Subunitățile de actină hidrolizează ATP după polimerizare ATP-actină (ADP + Fn) actină AGF-actină STARE DE ECHILIBRĂ Polimerizarea actinei Timp Capăt ascuțit (-) OREZ b C: Deoarece monomerii ATP-actină sunt legați de capătul penei la începutul fazei de alungire, subunitățile de actină conțin ATP sau, după hidroliză, ADP și Pn Pe măsură ce alungirea progresează și rezervorul de monomeri liber este epuizat, procesul încetinește mai mult decât hidroliza ATP Astfel, filamentele de actină aflate în stare de echilibru conțin ADP-actină, cu excepția celor cu ADP și Fn la capătul cu pene Potrivit lui MF Cartier, J Biol Chim : - (r) de către Societatea Americană pentru Biochimie și Biologie Moleculară, Inc cu pene (+) sfârşit FIȘĂRI ACTINĂ monomerii se pot autoasambla în filamente Cu toate acestea, hidroliza ATP este necesară pentru reglarea funcțiilor actinei în celulă (vezi Proteinele care se leagă de monomerii de actină afectează polimerizarea acestora și Polimerizarea actinei în celulă este controlată de proteinele de nucleare) După cum rezultă din Fig i, concentrația critică pentru procesul de asamblare a actinei depinde de natura nucleotidei legate (ATP, ADP-FN sau ADP) Valoarea concentrației critice este determinată de concentrația de actină monomerică necesară pentru formarea filamentelor și se calculează din valorile fcoff și &op, care sunt determinate în sistemul in vitro La capătul cu pene al filamentului, concentrația critică de ATP-actină (~ , μM) este mai mică decât cea a ADP-actinei ( , μM) Aceasta înseamnă că monomerii ATP-actină purificați vor polimeriza în filamente până când concentrația lor ajunge la ~ , μM În mod similar, ADP-actina va polimeriza până la atingerea concentrației sale , μM Concentrația critică de ADP-PN actină la capătul cu pene ( , pM) este comparabilă cu concentrația de ATP-actină Deoarece Cc = Kd, aceste valori indică faptul că atunci când Fn este eliberat, există modificări în puterea de legare a subunității terminale tsy Cu alte cuvinte, energia hidrolizei ATP este stocată în filament până când PP este eliberat, după care subunitățile terminale (conținând deja ADP) sunt legate de filament printr-o legătură mai slabă Pentru filamentele de actină care conțin ADP-actină, concentrația critică de monomeri ADP-actină la ambele capete ale filamentului este aproximativ aceeași (~ μM) Acest lucru se datorează faptului că subunitățile din filament și contactele de stabilizare dintre ele sunt aceleași Cu toate acestea, în prezența ATP, concentrația critică la capătul cu pene ( , uM) este mai mică decât la capătul ascuțit ( , uM) Acest lucru se datorează faptului că subunitățile de actină conțin ATP (sau ADP-PN) la capătul cu pene și ADP legat la capătul ascuțit (vezi Figura ) Această polarizare chimică a filamentului se datorează adăugării rapide de monomeri ATP la capătul cu pene, ceea ce duce la formarea unui "capac ATP" La capătul ascuțit, adăugarea monomerului este mai lentă, astfel încât hidroliza ATP și eliberarea fosfatului sunt mai rapide decât adăugarea monomerilor ATP-actină (cu excepția cazului în care polimerizarea este foarte rapidă) Când grupul de monomeri de actină este reprezentat de ATP-actină (care este tipic pentru celule), concentrația critică pentru întreg filamentul (adică echilibrul CAPITOLUL Actină ATP-actină (ADP + Fn)-actină ADP-actină Cc = , μM Cc = , μM Capăt ascuțit (-) Capăt cu pene (+) Cc = , uM Cc = , uM Cc = , μM In vitro la echilibru, concentrația critică (Cc) pentru ATP-actină sau ADP + Pn-actina la capătul cu pene al filamentului este mai mică decât la capătul ascuțit, în timp ce valorile Cc pentru ADP-actina la ambele capete ale filamentului rămân aceleași Sunt prezentate și valorile constantelor de viteză pentru procesele de asociere și disociere a monomerilor de actină, kop și, respectiv, koff, care sunt utilizate pentru calcularea Cc Bazat pe datele originale oferite de Enrique M De La Cruz, Universitatea Yale Reproducere cu permisiunea E M De La Cruz și E D Pollard Ştiinţă : - (r) AAAS concentrația de monomer de actină) se află între concentrațiile critice pentru două capete: mai mare decât pentru capătul cu pene și mai mică decât pentru capătul ascuțit (vezi Fig ) Prin urmare, în starea de echilibru, monomerii de actină (sub formă de ATP-actină) sunt legați de capătul cu pene și, după hidroliza ATP și eliberarea de Pn, sunt desprinși de la capătul ascuțit sub formă de ADP-actină Procesul de polimerizare-depolimerizare determină un flux constant de subunități prin filamente, care nu este însoțit de modificări ale concentrației totale a polimerului sau monomerului Acest flux se numește threadmilling (ciclarea monomerului) și este reprezentat pe ?chk i/ Nu există un treadmill nereglementat în celule; cel mai probabil, procesul este controlat de proteinele care leagă actina În condiții experimentale, când filamentele sunt asamblate din monomeri de actină care conțin ADP, frezarea nu are loc, deoarece concentrația critică la ambele capete ale filamentului este aceeași (vezi Fig ) Astfel, subunitățile de actină scindate de la capătul ascuțit trebuie să schimbe ADP legat cu ATP pentru a se atașa de capătul cu pene Energia hidrolizei ATP nu este folosită pentru procesul de polimerizare în sine, ci pentru a furniza asamblarea și dezasamblarea actinei și mișcarea dirijată a monomerilor de-a lungul filamentelor Filetarea are loc numai atunci când concentrația de monomeri de actină este între concentrațiile critice de la capetele filamentului Dacă concentrația monomerului la capetele cu pene și ascuțite este peste valoarea critică, atunci filamentele se alungesc de la ambele capete Filamentele se disociază la ambele capete atunci când concentrația de monomer scade sub nivelul critic Când concentrația de monomer este intermediară între concentrațiile critice de la capete, monomerii sunt adăugați la capete cu pene și despărțiți de capetele ascuțite Astfel, devine clar că dacă concentrația de monomeri de actină și concentrația critică la ambele capete sunt controlate în celulă, atunci pot fi controlate completitatea, viteza și localizarea proceselor de polimerizare și disociere Această problemă este discutată în detaliu în secțiunea următoare Mecanismul de polimerizare a filamentelor și microtubulilor de actină are o serie de caracteristici comune În primul rând, ca rezultat al ambelor procese, structurile polare sunt asamblate, iar procesul de alungire este asociat cu hidroliză Subunitățile de actină hidrolizează ATP după polimerizare La echilibru, filamentele de actină sunt supuse treadmilling, în care monomerii ATP-actină sunt atașați mai rapid la capătul cu pene, iar monomerii ADP-actină sunt mai rapid disociați de capătul ascuțit În acest caz, lungimea filamentului nu se modifică nucleotide Microtubulii se caracterizează prin instabilitate dinamică, în care are loc polimerizarea și disocierea rapidă a filamentelor Cu toate acestea, pentru filamentele de actină, existența unei faze (faza de catastrofă) este necaracteristică, în timpul căreia filamentele sunt dezasamblate rapid Această diferență între filamentele de actină și microtubuli se datorează faptului că, în comparație cu tubulina, actina monomerică este scindată din filament de aproximativ - de ori mai lent (pentru mai multe despre instabilitatea dinamică, vezi Microtubulii sunt asamblați și dezasamblați printr-un proces specific numit dinamic instabilitate) Proteine care se leagă de actină reglementează polimerizarea și organizarea filamentului acestuia Puncte cheie • Pentru ca citoscheletul de actină să asigure mobilitate, celula trebuie să fie capabilă să regleze procesul de polimerizare și depolimerizare a actinei • Organizarea filamentelor de actină în celulă este influențată de proteinele care leagă actina care sunt asociate cu monomeri sau cu filamente Ca răspuns la semnalele de mediu care stimulează diviziunea celulară, diferențierea sau motilitatea, citoscheletul este restructurat Pentru a controla procesul de remodelare, celula trebuie să asambleze și să demonteze rapid filamentele de actină Următoarele mecanisme trebuie să existe pentru a asigura mobilitatea celulelor și schimbarea formei cu participarea citoscheletului de actină: • inhibarea polimerizării spontane a pool-ului de monomeri de actină; • nuclearea rapidă a noilor filamente de actină; • control asupra lungimii filamentelor de actină; • alungirea filamentelor de actină preexistente Aceste mecanisme sunt implementate cu participarea proteinelor care leagă actina, funcționarea multora dintre acestea fiind reglată de un sistem de semnale intracelulare Asamblarea și organizarea tridimensională a filamentelor de actină în celule este asigurată de un număr mare de proteine reglatoare care se leagă în mod preferențial la actina sau filamentele monomerice Unele dintre aceste proteine sunt prezentate schematic în • Proteine care se leagă de actină monomerii, le afectează capacitatea de a se lega de nucleotide, vă permit să mențineți un grup de monomeri de actină și să induceți asamblarea filamentelor într-un singur CAPITOLUL Actină În celule, dinamica polimerizării actinei și organizarea filamentului sunt reglementate de proteinele care leagă actina Unele proteine interacționează cu monomerii de actină, în timp ce altele interacționează cu filamentele bord Proteinele care leagă filamentele pot stabiliza nucleele și filamentele, le pot tăia, copia capete sau organiza filamentele în mănunchiuri și rețele Interacțiunea cu alte proteine determină funcțiile actinei și îi permite să participe la o varietate de procese celulare În ulterior În secțiuni, vom lua în considerare diferite tipuri de proteine care se pot lega de actină, după care, într-o secțiune specială, vom descrie mecanismele funcționării lor articulare (vezi Motilitatea celulară este asigurată de funcționarea în comun a actinei și a proteinelor care interacționează cu acestea) aceasta) Proteinele care leagă actina îi reglează polimerizarea și organizarea filamentului Proteine care se leagă cu monomerii de actină, afectează polimerizarea acestora Puncte cheie • În multe celule eucariote sunt prezente două proteine care se leagă de actina monomerică Aceasta este timozina p și profilină • În celulele Metazoa, timozina p izolează monomerii de actină și menține un bazin citosolic de ATP-actină care poate fi utilizat pentru alungirea rapidă a filamentului • Complexele profilinei cu monomerii de actină contribuie la alungirea doar a capetelor cu pene ale filamentelor Celulele mențin un bazin de actină monomerică, care poate fi folosită pentru alungirea rapidă, atunci când un semnal extern determină momentul și locul pentru a începe procesul de creștere a filamentului Viteza de alungire a filamentului de actină depinde de concentrația de monomeri de actină disponibili pentru polimerizare (vezi Fig ) Pentru a realiza o alungire rapidă în scala de timp corespunzătoare celulei, concentrația de monomeri de actină disponibile pentru polimerizare trebuie să fie mult mai mare decât cea critică Proteinele care se leagă de monomerii de actină, contribuie la reglarea vitezei de creștere a filamentelor Celulele metazoare conțin cele mai abundente două proteine care se leagă de monomerii de actină Acestea sunt timozina | și profilin Timozina ( ) se găsește numai în eucariotele superioare și se găsește în principal în celulele care sunt foarte mobile și capabile de fagocitoză Profila se găsește în majoritatea eucariotelor, inclusiv în celulele de plante, animale și drojdii Concentrația acestor proteine este comparabilă cu cea celulară Deși ambele proteine leagă actina, monomerii timozina | și profilina reglează polimerizarea actinei în moduri diferite și ambele joacă roluri critice în procesele fiziologice Timozina | este o peptidă mică (Mx , spațiul ocupat de fus pare a fi mai transparent în comparație cu citoplasma din jur Deși la început cercetătorii credeau că fusul era format din fibre, până la începutul anilor această presupunere nu a fost confirmată prin observații directe Până în acest moment, îmbunătățirile în tehnica microscopiei cu lumină polarizată au făcut posibilă vizualizarea axului pe preparatele celulare În fig Structura a căpătat o culoare neagră datorită interacțiunii luminii polarizate cu microtubuli Pe parcursul anilor a fost dezvoltată o tehnică folosind sonde fluorescente care a făcut posibilă observarea componentelor fusului în spațiul tridimensional, chiar și într-o celulă vie (vezi Fig ) Această tehnică permite urmărirea pozițiilor uneia sau mai multor proteine specifice fusului în timpul mitozei Una dintre aceste proteine este aproape întotdeauna tubulina, deoarece oferă vizualizarea microtubulilor Când este privit la microscop electronic, axul unei celule tipice de mamifer constă din trei componente structurale ( ) Așa cum se arată în : , în fiecare dintre cele două regiuni polare există se naște centrozomul Acest frumos organel conține o pereche de structuri mici, intens colorate, numite centrioli Sunt înconjurate de material difuz mai mult sau mai puțin dens Între centrozomi sunt cromozomi, care în majoritatea celulelor sunt cele mai mari structuri ale fusului (vezi Fig ) Cromozomii sunt alcătuiți din fibrile compacte, strâns înfăşurate și puternic bazofile CAPITOLUL Mitoza Fus de metafază într-o celulă de triton vie, văzută la un microscop de polarizare și contrast de fază Este prezentată o porțiune din aceeași celulă cu axul în aceeași orientare după colorarea imunofluorescentă a microtubulilor (verde), cromozomilor (albastru) și filamentelor de keratină (roșu) Rețineți că axul nu este vizibil în contrast de fază, dar este vizibil în lumină polarizată Microtubulii fusului sunt cel mai clar vizibili după colorarea imunofluorescentă Fotografie prin amabilitatea lui Reeder K și Khodyakov A , Science : - (r) AAAS Fotografii din stânga și din centru, prin amabilitatea lui Conley Reeder și Alexey Khodyakov, Wadsworth Center O micrografie electronică care demonstrează principalele elemente structurale ale fusului mitotic Mănunchiuri mari de microtubuli conectează fiecare centrozom la cinetocorii de pe cromozomi În centrul fotografiei, cinetocorii marcați cu săgeți ilustrează faptul că cei doi kinetocori de pe cromozom se confruntă cu poli opuși ai fusului Fotografie reprodusă cu permisiunea lui Reeder K și Khodyakov A, Science, : - (r) AAAS Fotografie prin amabilitatea lui Conley Reeder, Wadsworth Center Fotografia principală arată o imagine a unui centrozom într-un microscop electronic Cei doi centrioli sunt în unghi drept unul față de celălalt, astfel încât unul arată ca un cerc, iar celălalt arată ca un dreptunghi În jurul primului centriol este o acumulare de material granular (comparați zona adiacentă centriolului cu părți mai îndepărtate ale citoplasmei, care sunt colorate mai puțin intens și unde se remarcă prezența multor vezicule membranare) Inset: Fotografie reprodusă cu permisiunea de la Reeder K și Khodyakov A Science, : - (r) Fotografie principală AAAS: prin amabilitatea lui Conley Reeder, Wadsworth Center Mitoza necesită formarea unei noi structuri numită fus cromatina cu diametrul de nm Fiecare cromozom conține două structuri mici numite kinetochores (din grecescul kineto, mobil; chora, spațiu) (vezi Figura ) Kinetocorii se atașează de părțile opuse ale centromerului lor Între polii fusului trece un mănunchi dens de microtubuli dispuși paralel unul cu celălalt Pe fig acest lucru se vede cel mai clar Unul dintre capetele microtubulilor fusului este de obicei situat la sau lângă polul însuși Celălalt este situat în regiunea fusului în stare liberă sau este asociat cu cinetocorul Microtubuli cresc din fiecare pol, făcând fusul o structură simetrică formată din două mănunchiuri paralele și suprapuse de microtubuli Fiecare dintre aceste fascicule se numește semi-fus La majoritatea vertebratelor, semifusul este format din - de microtubuli, dintre care - % se termină în cinetocori În fiecare semifus, împreună cu microtubulii principali, din fiecare pol ies alți microtubuli (vezi Fig ) Acești microtubuli se răspândesc în toate direcțiile, formând structuri radiale numite stele (asteri) situate în centrul fiecărui pol La fel ca microtubulii fusei, toți microtubulii astrali au un capăt orientat spre pol și celălalt către un punct îndepărtat din citoplasmă În mitoză, stelele astrale au mai multe funcții Odată cu poziționarea fusului în celulă, care determină planul citokinezei, aceștia sunt implicați și în separarea polilor (centrozomi) în timpul formării fusului în anafaza B Două kinetochore ale fiecărui cromozom joacă, de asemenea, un rol critic în mitoză Rolul lor în mișcarea cromozomilor a fost descoperit cu mult timp în urmă, deoarece s-a dovedit că fragmentele de cromozomi care nu conțin un cinetocor nu sunt capabile de mișcare direcționată Este deosebit de important modul în care kinetocorii sunt aranjați unul în raport cu celălalt Deoarece sunt situate pe părți opuse ale centromerului, se confruntă cu poli opuși ai fusului, permițând cromozomilor replicați să se atașeze de ambii poli Prezența unei astfel de relații de poziție între doi kinetocori este esențială pentru segregarea a două cromatide în nuclee diferite În timpul formării fusului, fiecare cinetocor se leagă de capetele multor microtubuli care emană de la un pol și formează un mănunchi numit mănunchi cinetocor care trece între cinetocor și pol ( ) Filamentele kinetocorului și cinetocorurile în sine, nu sunt doar un sistem de transport de frânghii care permit cromatidelor să se deplaseze spre poli Cel mai probabil, ele joacă un rol activ mai important, nu doar determinând direcția de mișcare a cromozomului, ci și generând forțele necesare acestei mișcări Pentru a înțelege mecanismele moleculare ale mitozei, este necesar să răspundem la următoarele întrebări cardinale Cum se formează axul și cum Fire kinetochore atașate la cromatidele surori Colorare prin imunofluorescență (stânga) și fotografie cu microscopul electronic (centru și dreapta) Fotografie (r) Conley Reeder, Wadsworth Center este asigurată structura sa bipolară? Cum sunt generate eforturile pentru a asigura mișcarea cromozomilor și cum este reglată această mișcare? Cum este asigurată acuratețea procesului de segregare a cromozomilor? Cum are loc separarea citoplasmei după segregarea cromozomilor cu formarea a două celule fiice? Formarea și funcționarea fusului depinde de proprietățile dinamice ale microtubulilor și proteinele motorii asociate acestora Puncte cheie • Fusul este un complex de microtubuli și proteine motorii asociate Organizarea microtubulilor are un nivel ridicat de polarizare • Microtubulii fusei sunt o structură foarte dinamică Unele prezintă instabilitate dinamică, altele se caracterizează prin fluiditate subunității • Forța necesară pentru asamblarea fusului este generată de interacțiunea microtubulilor cu proteinele motorii Formarea și funcționarea fusului depind de proprietățile dinamice ale microtubulilor și de activitatea motoarelor proteice asociate acestora Deși microtubulii formează principalele elemente structurale ale fusului, CAPITOLUL Mitoza organizarea lor şi mişcarea cromozomilor sunt asigurate de motoarele proteice Unele motoare sunt direct implicate în asamblarea axului și în legarea componentelor acestuia într-o anumită structură, în timp ce altele asigură atașarea cromozomilor de ax și generează forța necesară deplasării acestora În ciuda faptului că axul este considerat în mod tradițional ca o structură constând din microtubuli, este mai corect să îl considerăm un complex de microtubuli, motoare proteice și alte proteine Deși motoarele joacă un rol esențial în generarea forței necesare funcționării axului, microtubulii sunt mai mult decât o structură fixă de-a lungul căreia se mișcă În timpul mitozei, microtubulii se comportă ca o structură foarte dinamică, iar această proprietate joacă un rol important în asamblarea fusului și segregarea cromozomilor În interiorul fusului, microtubulii sunt organizați în funcție de polaritate După cum s-a menționat în cap Microtubuli, cele două capete ale unui microtubul diferă ca compoziție și structură Aceasta determină "polaritatea" sa structurală; microtubulul pare să îndrepte într-o direcție sau alta În fiecare semifus și stea asociată, microtubulii sunt localizați cu aceeași polaritate: capetele lor minus sunt la poli, iar capetele lor plus sunt la o oarecare distanță de ei ( • ) La intersectie două fascicule de microtubuli polarizați se suprapun, creând o regiune în centrul fusului în care microtubulii adiacenți sunt de polaritate opusă Aceeași orientare a microtubulilor în fiecare semi-ax este necesară pentru funcționarea normală a motoarelor lor în timpul diviziunii Dacă polaritatea microtubulilor din cadrul fiecărei semi-undă retenul era arbitrar, atunci moleculele fiecărui tip de motor pur și simplu interferau între ele, făcând mișcarea haotică sau pur și simplu imposibilă Proprietățile dinamice ale microtubulilor joacă un rol important în toate fazele mitozei Studiile efectuate pe culturi celulare de vertebrate și folosind extracte din ouăle broaștei Xenopus laevis au arătat că microtubulii din fiecare fus se caracterizează prin instabilitate dinamică și sunt mai scurti și mult mai dinamici decât cei din celulele de interfază Unele diferențe pot fi explicate printr-o creștere a frecvenței catastrofelor în mitoză, când capetele plus ale microtubulilor trec de la o stare de creștere sau polimerizare la o stare de scurtare sau distrugere În parte, acest lucru se explică și printr-o scădere a frecvenței salvărilor, în care procesul de depolimerizare sau scurtare a microtubulilor se întoarce la procesul de polimerizare sau creștere a acestora Această creștere a dinamicii are loc în celulele care intră în mitoză, deoarece proteinele asociate cu microtubuli care în mod normal previn catastrofa sunt inhibate, în timp ce altele care promovează creșterea microtubulilor sunt activate Echilibrul dintre cele două procese opuse este menținut de principala kinază de reglare a mitozei, complexul ciclină B/CDK , care este activată în timpul defalcării anvelopei nucleare (vezi Mitoza este subdivizată în faze) După cum va fi arătat mai jos, îmbunătățirea dinamicii microtubulilor în celulele care intră în mitoză joacă un rol major în asamblarea fusului După formarea fusului, începe să apară un alt tip de dinamică a microtubulilor În acest moment, microtubulii detectează fluiditatea subunităților Acest fenomen interesant este că OREZ În fus, microtubulii sunt organizați în funcție de polaritatea lor Toate capetele minus sunt situate aproape de unul dintre cei doi centrozomi, în timp ce capetele plus sunt situate la o distanță de ei În centrul fusului, microtubulii din cei doi centrozomi se suprapun, permițând microtubulilor cu polaritate opusă (microtubuli antiparaleli) să fie aproape unul de celălalt Formarea și funcționarea fusului depind de proprietățile dinamice ale microtubulilor RI Subunitățile de tubulină sunt în mod constant încorporate în microtubuli din partea kinetocorilor și se deplasează spre poli, unde sunt eliberate Astfel, ei migrează în mod constant de la kinetocor la poli de-a lungul microtubulilor filamentului cinetocor În timpul metafazei, lungimea microtubulului kinetocor rămâne constantă atâta timp cât rata de asamblare a subunităților la capătul plus se potrivește cu dezasamblarea lor la capătul minus Dacă ansamblul subunităților din partea laterală a cinetocorului scade, iar viteza de dezasamblare a acestora nu se modifică la pol, atunci cinetocorul se va deplasa spre pol Astfel, fluiditatea subunităților microtubulilor reprezintă un posibil mod de mișcare a cromozomilor subunitățile de tubulină se atașează la capătul plus al microtubulului și apoi se deplasează de-a lungul acestuia până la capătul minus, unde sunt eliberate După cum rezultă din Fig și Yu , fluiditatea este caracteristică tuturor microtubulilor fusului, dar se manifestă în special în microtubulii filamentelor kinetocor Originea acestui fenomen nu este complet clară, dar poate fi legată de interacțiunea capetelor plus și minus ale microtubulilor fusului cu alte componente ale fusului (de exemplu, motoare proteice) Chiar dacă microtubulii fusului sunt fluidi, microtubulii astrali continuă să prezinte instabilitate dinamică Deși semnificația fenomenului de fluiditate este necunoscută, acesta poate juca un rol în mișcarea cromozomilor și în menținerea echilibrului de putere în ax astfel încât cele două jumătăţi ale sale să rămână simetrice Multe tipuri diferite de motoare proteice interacționează cu sistemul de microtubuli Mitoza implică dineina motorie citoplasmatică, care transportă la capătul minus, și motoarele grupului kinesinelor (dintre care majoritatea se mișcă în direcția capătului plus) Fusul are o organizare complexă, iar motoarele sunt atât de strâns legate de formarea și funcția sa, încât mai mult de reprezentanți ai familiei kinesinelor sunt implicați numai în diviziunea celulară în organismele superioare Motoarele proteice sunt amplasate pe tot axul Sunt localizate pe cinetocori, pe brațul cromozomilor, la poli și pe microtubuli dintre poli și cromozomi Primul cadru video care arată fusul mitotic al celulei, o parte din tubulină din care conține o sondă fluorescentă (verde fluorescent) Kinetocorurile sunt marcate cu săgeți portocalii Videoclipul arată fluxul de puncte verzi ale filamentului kinetocor prin ax Fotografie prin amabilitatea lui Paul Madox, Institutul Ludwig pentru Cercetarea Cancerului CAPITOLUL Mitoza Motoarele de pe cinetocor rețin, trag sau depolimerizează microtubulii Motoarele de pe brațele cromozomilor îi împing departe de poli Motoarele bipolare țin împreună microtubulii adiacenți de aceeași polaritate Motoarele țin microtubulii și la fiecare pol le controlează dinamica Motoarele care sunt ținute de cortexul celular trag microtubulii astrali Motoarele bipolare fixează microtubuli adiacenți de polaritate diferită și asigură alunecarea acestora unul față de celălalt Fusul este format din motoare moleculare care se deplasează de-a lungul microtubulilor Fusul este format din interacțiuni specifice între aceste motoare și microtubuli Aceste interacțiuni îi asigură și mobilitatea și sunt surse de forță Săgețile indică direcția de mișcare a motoarelor mozomi Multe tipuri de motoare sunt amplasate doar în anumite locuri, altele ocupă mai multe locuri De exemplu, dineina citoplasmatică se găsește în kinetochores și la poli, precum și în cortexul celular, unde interacționează cu microtubulii astrali În același timp, motorul proteic asemănător kinezinei CENP-E este localizat în kinetocor, în timp ce cromocinezinele sunt localizate doar pe brațele cromozomilor În mitoză, motoarele proteice îndeplinesc câteva funcții de bază (Fig ol ) Unele, cum ar fi dineina, se leagă de structuri, inclusiv cinetocorii și membrana plasmatică și le transportă de-a lungul microtubulului (deși în cazul membranei plasmatice, microtubulul se mișcă) Altele au domenii multiple, organizate in asa fel incat motorul sa se poata lega de doi microtubuli deodata si sa le fixeze intre ele In functie de structura motoarelor, microtubulii din fascicul pot avea aceeasi polaritate sau opusa Dacă motorul comunică cu microfonul rotubuli de polaritate opusă, el va încerca să se miște (alunece) peste ele până se suprapun Un exemplu de acest tip de motor este kinesina Eg , care se poate lega de ambele capete ale microtubulilor antiparaleli În schimb, dacă motorul este proiectat să fie cuplat la doi microtubuli de aceeași polaritate, rezultatul este o structură cu aceeași polaritate, poziționată astfel încât microtubulii să formeze o formă de stea Alte proteine asemănătoare kinezinei nu se mișcă de-a lungul microtubulilor, dar contribuie la dezasamblarea capetelor lor plus Un bun exemplu de astfel de proteină este kinesina asociată centromerului mitotic (MCAK), care este situată pe centromerul fiecărui cromozom Compoziția axului include motoare cu proprietățile de bază de mai sus, care sunt situate într-un anumit fel unul față de celălalt Aceleași motoare generează forțe pentru mișcarea cromozomilor Nu este întotdeauna clar cum Formarea și funcționarea fusului depind de proprietățile dinamice ale microtubulilor ry asigura funcționarea axului În unele cazuri, de exemplu, acestea sunt amplasate în așa fel încât să se poată interfera între ele Cu toate acestea, indiferent de detaliile structurii fusului, este clar că pentru formarea și funcționarea acestuia sunt necesare eforturi multiple echilibrate Aceste eforturi sunt asigurate de motoare, care sunt situate pe cadrul microtubulilor dinamici ai fusului Centrozomii sunt centre de organizare a microtubulilor Puncte cheie • Centrozomii sunt localizați la polii fusului și sunt implicați în formarea acestuia • Centrozomii sunt implicați în nuclearea microtubulilor și rămân adesea asociați cu capetele lor minus ulterior Pe măsură ce o celulă se apropie de mitoză, în ea apar o serie de modificări Pentru celulele de mamifere, cele mai vizibile modificări sunt dispariția fasciculelor lungi de microtubuli din citoplasmă și apariția două structuri astrale radiante, formate din microtubuli mai scurti, care sunt adesea numite stele Acest proces este prezentat în Fig Fiecare dintre structurile radiale radiale înconjoară centrozomul Când centrozomii se separă de aceste structuri, se formează un fus în celulele mamiferelor Deoarece doi centrozomi formează polii fusului, este extrem de important ca doar doi centrozomi să fie prezenți în celulă în momentul mitozei Când ambele structuri astrale încep să interacționeze în formarea fusului, structura acestuia este stabilizată de cromozomi Rolul principal este jucat de kinetocorurile lor În timpul formării unei celule, fiecare conține un centrozom, pe care îl obține de la un pol al fusului în timpul diviziunii anterioare În celulele care nu se divid, acest mic organel este de obicei situat în apropierea centrului celulei, unde este strâns asociat cu nucleul În interfază, centrozomul acționează ca centru de organizare a microtubulilor Cu participarea sa, se creează o rețea de microtubuli în citoplasmă, care pătrunde în celulă ( ) Această rețea este implicată în organizarea de cito- plasma și în transportul diferitelor materiale și organite în interiorul celulei Centrozomii formează o rețea de microtubuli, acționând ca locurile lor de nucleare În interiorul centrozomului, microtubulul începe să crească din inelar • f În celulele de interfază, centrozomul (punctul galben de lângă nucleu) se nucleează pentru a forma microtubuli lungi care se întind pe citoplasmă În celulele mitotice, capacitatea centrozomilor de a nuclea microtubuli crește și fiecare dintre centrozomii care se replic nucleează structuri radiale dense (stele) constând din microtubuli drepti și scurti Microtubulii sunt verde fluorescent, ADN-ul albastru Fotografie (r) Conley Reeder, Wadsworth Center CAPITOLUL Mitoza un complex care conține un tip de tubulină numită y-tubulină (vezi Centrele de organizare a microtubulilor sunt folosite pentru a iniția asamblarea celulelor) După ce nuclearea este completă, capătul minus al microtubulului rămâne de obicei asociat cu centrozomul Microtubulul începe apoi să se lungească sau să se scurteze prin adăugarea sau îndepărtarea moleculelor de tubulină la capătul plus, care este situat la o anumită distanță de centrozom Microtubulii rămân asociați cu centrozomul pentru perioade diferite de timp și, în unele celule, sunt separați de centrozomi prin acțiunea enzimelor localizate în ei Comunicarea cu centrozomul este mediată prin mai multe proteine structurale, precum și prin motoarele care avansează spre capătul minus, inclusiv dineina citoplasmatică și proteinele legate de kinesină (HSET) (pentru mai multe despre microtubuli, vezi Înțelegerea generală a proteinelor motorii microtubulilor) Se formează centrozomi aproximativ în același timp cu replicarea ADN-ului Puncte cheie Centrozomii constau din doi centrioli înconjurați de material pericentriolar Pentru formarea unui nou centrozom, este necesară dublarea (duplicarea) centriolilor Dublarea centriolului este controlată de ciclul celular și coordonată cu replicarea ADN-ului Duplicarea centriolilor are loc în procesul de formare și creștere a unui nou centriol, care, din momentul formării, este adiacent celui existent Fiecare centrozom dintr-o celulă este capabil să formeze un pol fus în timpul mitozei Fusul are o structură bipolară, deoarece de obicei celulele intră în mitoză cu doi centrozomi Dacă într-o celulă există mai mult de doi centrozomi și aceasta intră în mitoză, atunci se va forma un fus care conține prea mulți poli, iar descendența unor astfel de celule poate fi caracterizată prin aneuploidie (Fig ) Acest lucru este prevenit prin mecanisme speciale care permit centrozomului să se repete o singură dată în ciclul celular Când aceste mecanisme de control încetează să funcționeze, se formează prea mulți centrozomi, ceea ce poate duce la formarea de defecte genetice și la dezvoltarea celulelor canceroase și a tumorilor Pentru a înțelege cum este furnizată structura bipolară a fusului, este necesar să se elucidaze structura centrozomului și mecanismul de control al replicării acestuia La un microscop cu lumină, centrozomii din majoritatea celulelor arată ca unul sau două puncte Microscopia electronică (EM) este utilizată pentru a studia aceste organite în detaliu și pentru a evalua complexitatea structurii lor Un microscop electronic arată că centrozomul conține o pereche de structuri numite centrioli (Fig Yu ) Fiecare centriol este o structură circulară care conține nouă triplete de microtubuli distribuite uniform în jurul perimetrului unui cilindru de ~ , µm în diametru În , Boveri și colaboratorii săi au ajuns la concluzia că centriolul, care era greu vizibil la microscopul lor cu lumină, este un organel pe termen lung și independent, care se formează numai în timpul divizării unui centriol preexistent Într-adevăr, cu rare excepții, noi centrioli se formează numai în legătură cu un centriol existent În unele celule, o relație strânsă între două centri- OREZ Mitoză într-o celulă de șobolan cangur Imaginea din stânga arată patru centrozomi (marcați cu săgeți galbene) Se formează trei plăci metafazice (linii galbene în imaginea centrală) și patru grupuri de cromozomi (marcate cu săgeți în imaginea din dreapta) Citokineza produce patru celule aneuploide Fotografie reprodusă din Sluder, G , et al J Cell sci : - Prin amabilitatea Company of Biologists, Ltd Fotografie prin amabilitatea lui Conley Reeder, Wadsworth Center Centrozomii se formează aproximativ simultan cu replicarea ADN-ului CENTROSOME CENTRIOL Microtubuli care cresc dintr-un complex circular y-tubulină Material pericentriolar CADRU DE PROTEINE Centriol Complex inel y-tubulină Centriol Alte proteine pericentriolare Într-o celulă mitotică (stânga sus), centrozomul este format din doi centrioli - matern (în secțiune transversală în această micrografie) și fiică (vedere longitudinală) - înconjurat de o zonă întunecată de material pericentriolar amorf Fiecare centriol (dreapta sus) este alcătuit din triplete de microtubuli care formează, parcă, peretele unui cilindru Pe fig în partea de jos se poate observa că centriolii sunt așezați în unghi drept unul față de celălalt În jurul lor sunt multe proteine diferite care formează materialul pericentriolar Fotografii (r) Conley Reeder, Wadsworth Center olami persistă pe tot parcursul ciclului celular Cu toate acestea, în interfaza, în multe celule această conexiune este întreruptă, iar cei doi centrioli se mișcă independent în jurul celulei Fiecare centriol este asociat cu o zonă de material difuz care pare opac la microscopul electronic Dacă te uiți la centriol de la capăt, atunci zona opacă este situată în jurul centriolului (Fig ) Acest material pericentriolar constă dintr-un număr mare de proteine atașate la o schelă De obicei, centriolul părinte conține mai mult din acest material decât centriolul fiu, cel puțin până la finalizarea următorului ciclu de replicare a centriolului Printre proteinele materialului pericentriolar, există mai multe tipuri de motoare proteice microtubuli cec și inele y-tubulinice implicate în nuclearea microtubulilor (Fig ) Centriolii înșiși conțin, de asemenea, o serie de structuri și enzime specifice, dintre care unele sunt prezente și în materialul pericentriolar În interfaza ciclului celular, centrozomii îndeplinesc mai multe funcții articulare În majoritatea celulelor din faza G , centriolul matern inițiază formarea unei structuri lungi, subțiri, acoperite cu membrană, care se extinde de la suprafața celulei, numită cilio primar ( ) Deși sunt de obicei trecute cu vederea, cilii primari pot fi observați foarte des și este mai ușor să enumerați celulele cărora le lipsesc decât cele care le au În unele epitelii, aceste structuri se pot extinde la mai mult de µm de la CAPITOLUL Mitoza phz\ ? !C Micrografie electronică a bazei ciliului primar Structura crește din centriolul matern, care este situat sub membrana plasmatică Între centriolii materni și fiice se află un material pericentriolar granular dens Sunt prezentate doar o parte a celulei și a ciliului primar Fotografie (r) Conley Reeder, Wadsworth Center corpuri celulare Deoarece aceste structuri nu se găsesc în multe celule transformate, cilii primari nu joacă un rol critic în viața celulei Acest fapt i-a determinat pe cercetători să presupună că sunt pur și simplu formațiuni vestigiale, ca un apendice Cu toate acestea, segmentele exterioare ale tijelor și conurilor oculare, structuri foarte specializate în care are loc absorbția fotonului, sunt derivate din cilii primari și se acumulează dovezi că cilii primari sunt, de asemenea, necesari pentru dezvoltarea și funcționarea normală a țesuturilor În celulele animale, numărul de perechi de centrioli determină numărul de centrozomi Prin urmare, celulele controlează numărul de centrozomi pe care îi conțin prin reglarea replicării centriolilor Tocmai încep să apară lucrări care dezvăluie mecanismele de control asupra dublării exacte a centriolilor și relația acestei dublari cu activitatea nucleului în ciclul celular (de exemplu, cu procesul de replicare a ADN-ului) În prezent, este evident că debutul replicării centriolului este controlat de modificările citoplasmei, ceea ce indică rolul reglator al factorului solubil Alături de aceasta, condițiile care permit centriolilor să intre în faza de replicare există doar în faza S a ciclului celular, când ADN-ul este și replicat Aparent, principalul regulator al replicării centrozomului este CDK kinaza și activatorii săi ciclin A și E Acești regulatori sunt activați înainte de debutul fazei S și controlează, de asemenea, intrarea celulei în faza de sinteză a ADN-ului (pentru detalii, vezi Reglarea ciclului celular) Faptul că același regulator controlează replicarea ADN-ului și a centriolilor asigură coordonarea acestor două procese, astfel încât celula să intre în mitoză după finalizarea replicării centrozomului și cromozomilor Deși nu se știe cum este inițiată duplicarea centriolului, nu este complet clar cum are loc se limitează la formarea unui nou centriol din fiecare preexistent După ce a început, duplicarea centriolilor duce la formarea treptată a unui nou centriol adiacent fiecăruia dintre cei doi cu care celula a intrat în faza S Una dintre ele se numește fiică și este mai tânără pentru că s-a format în ciclul celular anterior Celălalt, matern, s-a format la începutul ciclului și se caracterizează prin prezența unui ciliu primar (vezi Fig ) * Primul semn de replicare a centriolului este apariția a doi centrioli scurti, fiecare dintre acestea extinzându-se în unghi drept față de peretele unuia dintre centrioli (Fig ) Acest proces nu depinde de interacțiunea fizică dintre cei doi centrioli originali, deoarece are loc chiar și atunci când sunt separați După formarea centriolilor, aceștia se alungesc încet până când lungimea lor atinge dimensiunea unui centriol matur în momentul mitozei Deși centriolii se formează și cresc în același mod în cazul centriolilor materni și fiice, cea mai mare parte a materialului pericentriolar rămâne asociat cu centriolul matern, mai matur În cele din urmă, în procesul de duplicare, centriolul fiică acumulează material pericentriolar nou; acest lucru se datorează parțial microtubulilor pe care îi organizează În interfaza târzie, celula conține doi centrozomi, fiecare dintre care constă dintr-o pereche de centrioli strâns asociați între ei și material pericentriolar În unele celule, cei doi centrozomi rămân conectați fizic și funcționează ca o unitate până când intră în mitoză În alte celule, conexiunea dintre centrozomi este distrusă și ei diverg până când celula intră în mitoză Momentul declanșării momentului separării a doi centrozomi în raport cu ruptura membranei nucleare variază foarte mult, chiar și în rândul celulelor omogene genetic care cresc în contact strâns Centrozomii se formează aproximativ simultan cu replicarea ADN-ului Genea primara* celulă nedivizată ) Distribuția între copii I celule Ciclul centriolar în celulele de mamifere Cei doi centrioli ai centrozomului celulei mamă sunt duplicați, iar apoi cei doi centrozomi rezultați sunt distribuiți celulelor fiice Insertul arată două micrografii ale centrozomilor replicați înainte și după divergența lor la debutul mitozei Fotografii reproduse de la J Ultrastruct Res , voL , Rieder, C , et al, The resorbtion of primary alia pp - (r) Elsevier Fotografie prin amabilitatea lui Conley Reeder, Wadsworth Center Axul începe să se formeze în timpul interacțiunii dintre divergenți structuri astrale Puncte cheie • Modificări ale centrozomilor și citoplasmei la începutul mitozei duc la formarea de structuri astrale în jurul fiecărui centrozom, constând din microtubuli scurti foarte dinamici • Formarea fusului mitotic este inițiată de interacțiunea dintre structurile astrale formate din doi centrozomi • Separarea centrozomilor depinde de motoarele proteinei microtubulilor • Modul în care se formează fusul depinde dacă centrozomii s-au separat înainte sau după ruperea învelișului nuclear Pe măsură ce o celulă trece de la interfază la mitoză, structura microtubulilor trece printr-o serie de schimbări rapide și profunde În citoplasmă, microtubulii lungi tipici unei celule de interfază sunt dezasamblați, iar fiecare dintre cei doi centrozomi nucleează o structură radială densă constând din microtubuli scurti (o structură în stea sau stelat) ( ) (vezi și Fig ) Așa cum se arată în , în cele din urmă, aceste două structuri stelate cu microtubulii lor participă la formarea fusului La începutul mitozei, apar modificări în numărul și distribuția microtubulilor, care este determinată de diferite procese, inclusiv modificări ale centrozomului Cu puțin timp înainte ca celula să se angajeze în mitoză, ambii centrozomi se schimbă Ele devin capabile să nucleeze un număr mult mai mare de microtubuli decât în timpul interfazei De îndată ce se întâmplă acest lucru, proteinele asociate cu centrozomul devin CAPITOLUL Mitoza Microtubuli LUNGI care trec prin mare parte din citoplasmă Structuri dense formate din microtubuli SCURT Este nevoie de doar câteva minute pentru a transforma o structură în alta Microtubulii fluoresc în verde, cromozomii în albastru și filamentele intermediare în roșu Fotografie (r) Conley Rieder și Alexey Khodyakov, Wadsworth Center devin mai fosforilate, conținutul de y-tubulină în centrozomi crește, iar regiunea materialului pericentriolar se extinde Rămâne neclar cum are loc procesul de "coacere" Probabil, implică kinaze specifice care sunt activate pe măsură ce celula trece de la faza G la mitoză, inclusiv principala kinază reglatoare a mitozei (pentru mai multe detalii, vezi Reglarea ciclului celular) Aproximativ în același timp, microtubulii devin destabilizați din cauza condițiilor în schimbare din citoplasmă Acest lucru are ca rezultat înlocuirea unei rețele de microtubuli cu interfaza lungă cu două structuri stelate de microtubuli scurti formate pe centrozomi așa cum este descris mai sus Ca rezultat, până la începutul prometafazei, lungimea totală a microtubulilor din celulă scade, iar viteza cu care se formează noi microtubuli și microtubulii vechi sunt distruși (adică, turnover-ul microtubulilor) crește Aceasta înseamnă că, odată ce învelișul nuclear începe să se descompună, regiunea din jurul nucleului este sondată în mod constant de un număr mare de microtubuli foarte dinamici care cresc din fiecare structură stelată După cum vom vedea mai jos, un astfel de caracter dinamic este asigurat de legarea structurilor stelate de cromozomi Pe măsură ce centrozomii diverg, ca urmare a interacțiunii dintre structurile stelate din jurul lor, începe formarea unui fus Acesta este un proces extrem de flexibil care se desfășoară într-unul din două moduri, în funcție de dacă centrozomii au fost separați înainte sau după distrugerea învelișului nuclear (Fig U ) Ambele căi implică interacțiunea microtubulilor cu motoarele proteice În cazurile în care Are loc duplicarea centrozomilor și fiecare dintre cei doi centrozomi este asociat cu o structură constând din microtubuli lungi care pătrund în citoplasmă centrozom Când o celulă intră în mitoză, microtubulii formează structuri dense formate din microtubuli mai scurti cu un centrozom în centru Cea mai mare parte a citoplasmei este lipsită de microtubuli Comparați cu natura structurilor găsite în celula de interfază prezentată mai sus OREZ Cadru video care ilustrează schimbarea organizării microtubulilor în structuri mitotice Fotografie prin amabilitatea Patriciei Wadsworth, Universitatea din Massachusetts, Amherst Fusul începe să se formeze în timpul interacțiunii structurilor astrale divergente Divergența centrozomilor apare atunci când învelișul nuclear se rupe Divergența centrozomilor apare atunci când învelișul nuclear se rupe CENTROSOME Centrozomii "Al-lea plic nuclear se mută sub este sfâşiat de acţiunea de a trage * la/forțele microtubulilor astrali Cromozomi Centrozomi distribuite către poziționate de-a lungul citoplasmei pe opus Format de laturile nucleului "se formează monopolar ax" ax primar Centrozomii se despart sub acțiunea învelișului nuclear forța de respingere este ruptă suprapuse și microtubuli microtubuli și sub se unesc acţiune de tragere ■ la cromozomi fortele astrale microtubuli Microtubuli * Despre Microtubuli opus opus stâlpi stâlpi cu attach join la fiecare cromozom '■J la fiecare cromozom OREZ Cele două mecanisme de formare a fusului diferă în stadiul divergenței centrozomului în raport cu procesul de distrugere a învelișului nuclear Capacitatea celulei de a forma un fus, indiferent de momentul în care centrozomii diverg, evidențiază natura neobișnuit de flexibilă a procesului de formare a fusului învelișul nuclear se descompune înainte ca centrozomii să înceapă să se separe, cromozomii eliberați sunt distribuiți în întreaga citoplasmă și apare o singură structură mare în formă de stea După cum se arată în > nil, se formează un semi-ax "unipolar"; persistă până când cei doi centrozomi se despart, după care se formează un fus bipolar Divergența centrozomilor după distrugerea membranei nucleare include efectul a două forțe: una le împinge datorită proteinei asemănătoare kinezinei Eg , care interacționează cu microtubuli adiacenți de polaritate opusă situate între doi centrozomi A doua forță trage centrozomii din cauza dineinei citoplasmatice fixate la periferia celulei (adică în cortexul acesteia) (vezi d și pp io s) (pentru mai multe detalii despre kinesină și dineină, vezi proteinele microtubulilor} În absența obstrucție, aceste două forțe împing centrozomul în afară până când două structuri stelare vor diverge Cu toate acestea, divergența centrozomilor este limitată de existența altor motoare care sunt asociate cu structurile stelate, precum și de formarea de filamente de cinetocor pe cinetocorii surori (care leagă ambii centrozomi împreună, așa cum vom vedea în Secțiunea Cromozomii sunt necesari pentru a se stabiliza) fusul și se poate "auto-organiza" fără implicarea centrozomului ) Fusul se formează într-un mod diferit dacă cele două structuri stelare s-au separat deja și învelișul nuclear s-a prăbușit (Fig ) În acest caz, divergența structurilor stelate are loc fără participarea Eg , care este inaccesibil, deoarece este situat în nucleu În schimb, dineina citoplasmatică interacționează cu microtubulii care părăsesc fiecare centrozom, iar atunci când conexiunea dintre cei doi centrozomi este întărită, este capabilă să asigure divergența acestora În acest caz, dineina este localizată în celulă CAPITOLUL Mitoza ARBORE MONOPOLAR Vedere laterală Cromozomii BIPO NORD În stânga este un ax monopolar format într-o celulă de șobolan cangur atunci când procesul de separare a centrozomului este blocat (vedere laterală) Cromozomii (portocaliu fluorescent) sunt atașați la unul dintre poli Fire groase de kinetocor sunt vizibile Pentru comparație, insertul arată un ax bipolar convențional În dreapta este un ax monopolar similar într-o celulă umană (vedere frontală) În centru sunt centrozomii (fluorescent în albastru) Fotografie din stânga, prin amabilitatea lui Alexei Mikhailov, Centrul Wadsworth; reprodus din Canman, J C , et al Natură august : - Fotografie din dreapta prin amabilitatea lui J K Kanman și E D Salmon, Universitatea din Carolina de Nord, Chapel Hill și Lynn Cassiery, Universitatea Lehigh (inserat) Procesul de formare a fusului începe de îndată ce învelișul nucleului este rupt Inițial, ambii centrozomi sunt adiacenți unul altuia Proteinele Ed și HSET sunt motoare de microtubuli și aparțin familiei kinesinelor Cu toate acestea, Ed se deplasează spre capătul plus al microtubulului, în timp ce HSET se deplasează spre capătul său minus Lungimea axului este determinată de raportul de forțe dezvoltat de cele trei motoare Fusul începe să se formeze în timpul interacțiunii structurilor astrale divergente cortexul exact și pe suprafața învelișului nuclear Filamentele de actină determină direcția în care doi centrozomi diverg prin interacțiunea cu miozina situată fie în centrozomii înșiși, fie de-a lungul microtubulilor Când divergența a două structuri stelate are loc înainte ca învelișul nuclear să se descompună, se formează adesea un fus primar în regiunea în care se suprapun microtubulii Cu toate acestea, până când învelișul nuclear se descompune, această structură este instabilă, iar microtubulii centrozomilor se pot răspândi atât de departe încât să nu se suprapună Acest lucru se explică prin faptul că stabilitatea fusului necesită proteine care sunt situate în nucleul de interfază și sunt eliberate în citoplasmă numai după distrugerea învelișului nuclear Ca rezultat, în multe celule de profază târzie, doi centrozomi și structuri stelate sunt situate în părți opuse ale nucleului și nu interacționează unul cu celălalt În astfel de celule, fusul se formează numai după ce kinetocorele devin accesibile microtubulilor și pot conecta două structuri stelate Cromozomii sunt necesari pentru a stabiliza fusul și acesta se poate "autoorganiza" fără participarea centrozomilor [Dispoziții de bază În absența cromozomilor, citasterii diverg complet și nu pot forma fusi Cromozomii stabilizează geometria fusului și a microtubulilor săi prin legarea microtubulilor cytaster de cinetocorii lor Fusul se poate forma în absența centrozomilor, deși se formează mai lent și nu conține microtubuli astrali Formarea fusului centrosomal implică procesul de nucleare a microtubulilor de către cromozomi, precum și funcționarea mai multor tipuri diferite de proteine motorii microtubulilor Pe măsură ce fusul se formează, acesta este stabilizat de cromozomi, cinetocorii lor și proteinele motorii, care se leagă de microtubuli și furnizează componentele necesare ale fusului Pentru formarea formelor de bază ale fusului, motoarele proteice sunt deosebit de importante, care conectează microtubuli adiacenți de polaritate opusă Astfel de microtubuli sunt localizați acolo unde se suprapun două structuri stelate, iar când se formează legături încrucișate, chiar și în absența cromozomilor din apropiere, se creează o structură în formă de fus aproape de lungimea unui fus obișnuit Cu toate acestea, în absența cromozomilor, fusul este instabil și își pierde treptat microtubuli Cum legarea cromozomilor de fusul rezultat previne pierderea microtubulilor? Nu este ușor să răspunzi la această întrebare și este probabil ca în proces să fie implicate mai multe mecanisme diferite Fiecare dintre kinetocorurile cromozomului organizează microtubulii structurilor stelate într-un mănunchi special numit fascicul cinetocor, care leagă cinetocorul de pol (pentru mai multe detalii, vezi Centromerul este o secțiune specială a cromozomului care conține cinetocoruri) Includerea microtubulilor în fibra cinetocor a piciorului fasciculului crește stabilitatea acestora în comparație cu alți microtubuli fusiformi Aceasta este caracteristică pentru o mare parte a microtubulilor din fiecare structură astrală; de obicei în metafază, aproximativ - % din cei - de microtubuli din fus sunt stabilizați prin legarea de kinetocor Deoarece fiecare cromozom conține doi cinetocori, formarea unui mănunchi de cinetocori leagă cei doi poli fusi împreună, rezultând și mai multă interacțiune între microtubulii structurilor astrale În timp ce are loc organizarea fasciculului kinetocor, fiecare structură astrală selectează și acumulează o varietate de proteine care contribuie la stabilizarea microtubulilor Unele dintre acestea sunt proteine structurale și sunt organizate într-o matrice axă liberă care înconjoară microtubuli (vezi Figura ) De exemplu, atunci când proteina aparatului mitotic nuclear (NuMA) este eliberată din nucleu și CDK este fosforilată, se acumulează în fus Această proteină se atașează la diferite motoare ale proteinei fusului, legând astfel microtubulii și stabilizându-i Rolul stabilizator al componentelor matricei este esențial, dar nu în aceeași măsură cu cinetocorii În fusul matur, durata existenței microtubulilor asociați cu cinetocorul este de ori mai mare decât cea a altor microtubuli ai fusului Interesant este că axul bipolar se poate forma în absența centrozomilor Acest lucru are loc printr-un proces de auto-organizare în care microtubulii nucleați aleatoriu se adună într-o structură bipolară care implică cromozomi și motoare de proteine microtubuli Acest mod "atcentrosomal" de asamblare a fusului este tipic pentru toate plantele superioare, precum și pentru meioză, care apare în stadiile incipiente de dezvoltare ale unor animale Este posibil ca acesta să reprezinte un precursor evolutiv mai vechi al formării fusului care implică centrozomi și să fie mascat de prezența centrozomilor Acest punct de vedere este susținut de faptul că chiar și celulele de mamifere, care conțin de obicei centrozomi, în absența lor pot forma un fus bipolar Acest fapt ilustrează perfect capacitatea celulelor de a dezvolta multe mecanisme diferite pentru a îndeplini aceeași sarcină În timpul asamblării fusului acentrozomal, în vecinătatea fiecărui cromozom se formează microtubuli scurti Proteinele sunt implicate în acest proces CAPITOLUL Mitoza situat pe suprafata cromozomilor Aceşti microtubuli sunt iniţial orientaţi aleatoriu şi apoi organizaţi în fascicule paralele sub acţiunea proteinelor motorii (r ■' ic zg) Rolul principal în proces este jucat de motoarele care se leagă imediat de doi microtubuli orientați opus și se deplasează simultan spre capătul plus al fiecăruia dintre ei Inițial, aceste proteine orientează microtubulii din vecinătatea cromozomului, pur și simplu de-a lungul lungimii lor și formând legături încrucișate Apoi, deplasându-se spre capătul plus al fiecărui microtubul, motoarele le sortează în două grupuri de microtubuli polarizați paralel, cu capete plus potrivite Motorul proteic poate rămâne acolo într-o stare legată, menținând astfel structura Acest proces de asamblare a fusului implică și motoare proteice situate pe umerii cromozomilor și numite cromokinine O parte din rolul lor este de a lega microtubuli situati in apropierea cromozomilor astfel incat sa ramana in centrul fusului pe masura ce fusul se formeaza După sortare, microtubulii din fiecare dintre structuri sunt legați împreună la capetele lor minus de motoarele care se deplasează către aceste capete (de exemplu, dineina citoplasmatică și HSET), dând astfel întregii structuri o formă de fus Procesul de auto-asamblare are loc în apropierea fiecărui cromozom și este independent Numeroasele fusuri rezultate se contopesc apoi într-un singur fus mare cu poli largi Proteinele structurale și alte componente ale matricei (de exemplu, NuMA), care sunt transportate la capetele minus ale microtubulilor, adică la polul emergent, țin structura împreună și stabilizează regiunea polului Dacă centrozomii nu sunt componente necesare formării unui fus bipolar, atunci OREZ g Procesul de nucleare a microtubulilor din jurul cromozomilor are loc aleatoriu Când se formează microtubuli, trei tipuri de motoare proteice iau parte la organizarea lor în structuri bipolare situate în jurul cromozomilor Pentru a stabiliza fusul, sunt necesari cromozomi și acesta se poate "autoorganiza" atunci de ce sunt prezente la poli în majoritatea celulelor de mamifere aflate în mitoză? Un motiv ar putea fi că centrozomii sunt mai avantajoși din punct de vedere cinetic și permit formarea mai rapidă a fusului Acest lucru este important, deoarece în timpul dezvoltării organismului, fusul trebuie să se formeze adesea sincron și foarte rapid Un alt motiv este că polii fusi derivați din centrozom conțin citasteri care sunt absenți din polii fusului acentrozomal La poziționarea fusului în celulă, aceste structuri determină poziția brazdei de fisiune în timpul citokinezei Această latură a funcționării structurilor astrale este de o importanță critică în dezvoltarea ulterioară a organismului În cele din urmă, împreună cu rolul său de centru al organizării microtubulilor, centrozomul îndeplinește și alte funcții în celulă (de exemplu, participă la formarea cililor primari și la avansarea celulei prin ciclu) Asocierea centrozomilor la fiecare dintre polii fusului oferă un mecanism convenabil și de încredere pentru a se asigura că fiecare celulă nouă moștenește o copie a acestui organel important Centromerul este o secțiune specială a cromozomului care conține kinetocore Puncte cheie Segregarea adecvată a cromozomilor necesită o atașare adecvată la fus Atașarea are loc la cinetocori, unde cromozomii interacționează cu microtubulii fusului Centromerul este locul în care se formează două kinetocori pe fiecare cromozom Fiecare cromozom are o regiune de centromer Centromerii nu conțin gene și sunt formați din porțiuni repetitive de ADN foarte specializate care leagă un set specific de proteine Unul dintre cele mai critice evenimente în mitoză este atașarea corectă a cromozomilor la fus Atașarea incorectă duce la erori de segregare și reprezintă un pericol potențial pentru organism Fiabilitatea procesului de atașare este asigurată în mare măsură de kinetochores, structuri mici prezente pe fiecare cromozom care sunt necesare pentru interacțiunea cu microtubulii Atașarea cromozomilor la fus are loc cu participarea centromerului, regiunea de pe fiecare cromozom necesară pentru ca acest proces să aibă loc Centromerul este clar vizibil la un microscop cu lumină ca o constricție situată pe un cromozom condensat (vezi Fig ) Această constricție determină forma caracteristică a cromozomului mitotic Depinzând de cromozomilor, centromerul poate fi situat în mijlocul cromozomului (metacentric), la capăt (acrocentric) sau între aceste poziții (submetacentric) Poziția centromerului în cromozom nu se modifică Compoziția regiunii centromerului diferă de restul cromozomului Conține puține gene sau deloc și constă aproape exclusiv din secvențe de ADN foarte repetitive numite repetiții a-satelit sau ADN satelit Asociat cu aceste secvențe este un grup de proteine unice numite proteine centromerice (sau CENPs) Acestea includ CENP-A, care este o formă alterată a histonei H ; CENP-B și CENP-G, care sunt implicate în ambalarea ADN-ului prin satelit, și CENP-C, a cărui funcție este necunoscută Majoritatea acestor proteine îndeplinesc funcții structurale legându-se de secvențe repetate și organizându-le într-o formă compactă numită heterocromatina, care este prezentă numai pe cromozomi Alături de CENP, există și alte proteine în regiunea centromerului, care sunt numite pasageri cromozomiali Aceste proteine sunt neobișnuite prin faptul că își schimbă locația în timpul mitozei Spre deosebire de CENP, care rămân în regiunea centromerului în timpul mitozei, proteinele pasagere locuiesc acolo în profază și metafază, dar la începutul anafazei se deplasează în microtubuli între două grupuri de cromozomi divergenți Toate proteinele pasagere cunoscute până acum par să formeze un complex comun în regiunea centromerului, inclusiv kinaza Aurora B, o enzimă a cărei inactivare provoacă o perturbare profundă a organizării fusului Acest complex joacă un rol important în corectarea atașării eronate a kinetocorului la începutul mitozei și trebuie să îndeplinească această funcție în timp ce se află în centromer Se presupune că mult mai târziu, după ce complexul s-a mutat în microtubuli din regiunea mijlocie a fusului, acesta ia parte la citokineza Împreună cu CENP-uri și proteinele pasagere, regiunea centromeră conține și proteine asemănătoare kinezinei Spre deosebire de majoritatea membrilor grupului de kinesine, care se mișcă de-a lungul părților laterale ale microtubulilor, aceste proteine stimulează dezasamblarea capetelor plus ale microtubulilor (pentru mai multe despre kinesine, vezi Cum funcționează proteinele motorii) Date recente sugerează că acest motor proteic, împreună cu activatorul său Aurora kinazei, este implicat în corectarea atașării kinetocorului la fus Aparent, cea mai importantă funcție a centromerului este organizarea kinetocorilor pe cromozom Kinetocorele sunt structuri foarte particulare, iar suprafața fiecărui centromer este adaptată pentru asamblarea lor Sunt extrem de mici în comparație cu cromozomul, iar forma și detaliile lor structurale pot fi văzute doar cu un microscop electronic (vezi Fig ) Fiecare centromer formează două kinetocori, care sunt situate exact pe opus CAPITOLUL Mitoza laturile opuse ale cromozomului Kinetocorii sunt locul în care cromozomii se leagă de fus, iar poziția lor exactă pe fiecare cromozom unul față de celălalt este extrem de importantă pentru trecerea cu succes a mitozei Se formează kinetocorii la debutul prometafazei şi conţin proteine motorii microtubulilor Puncte cheie • La începutul mitozei, cinetocorii se modifică, formând o structură plată pe suprafața centromerului • Kinetocorii neatașați se caracterizează prin prezența fibrilelor care se extind de la suprafața lor (coroană) Aceste fibrile conțin multe proteine care interacționează cu microtubuli • Coroana asigură fixarea microtubulului cu un cinetocor Fiecare centromer este conectat la două kinetocore "surori", situate "în spate" unul față de celălalt Astfel, ele se află pe părți opuse ale centromerului și se confruntă în direcții opuse Acest aranjament de kinetocore asigură că fiecare dintre ei se leagă de un singur pol și, de asemenea, că fiecare dintre ei se va lega de propriul pol Dacă cromozomul este capabil de o astfel de legare bipolară corectă, cromatidele surori se vor deplasa doar la polii opuși ai fusului Structura și compoziția kinetocorilor sunt complexe și se modifică pe parcursul ciclului celular și în timpul mitozei Până la începutul anilor compoziția kinetocorului a rămas un mister În acest moment, în sângele unor pacienți cu boala autoimuna, sindromul CREST, care este o varianta a sclerozei sistemice, au fost gasiti anticorpi la proteinele kinetochore Rezultatele analizei imunofluorescente folosind acești anticorpi au arătat prezența punctelor fluorescente strâns distanțate în nucleele celulelor de interfază cu cromozomi replicați Numărul de perechi de puncte din fiecare nucleu a coincis cu numărul de cromozomi Folosind acești anticorpi, precursori structurali au fost identificați în celulele de interfază, din care s-au format kinetocori în mitoză Aceste "prekinetocore" au conținut unele CENP și au apărut la microscopul electronic ca formațiuni sferice constând din material fibrilar dens împachetat, închis în heterocromatină centromeră Când o celulă intră în mitoză și începe condensarea cromozomilor, în prekinetocor apar componente suplimentare Și mai multe componente diferite apar în pre-kinetocor atunci când învelișul nucleului este distrus, în urma căruia se modifică Masa sferică de fibrile caracteristică prekinetocorului de profază este înlocuită cu o placă fibroasă sau "litier" rotundă sau uneori dreptunghiulară foarte subțire ( - nm grosime) situată pe suprafața centromerului (vezi P ) Diametrul acestei noi forme de kinetocor este de obicei de , - , µm, deși variază considerabil chiar și pentru diferiți cromozomi ai aceleiași celule (Pentru comparație, un microtubul are aproximativ , µm în diametru, iar un cromozom mitotic poate avea până la µm lungime ) Pe suprafața centromerului, la locul de atașare a așternutului, există mai multe proteine care joacă un rol important rol în controlul asamblarii laminei, inclusiv CENP-A și CENP -C Când kinetocorele nu sunt atașate de microtubuli, de la suprafața exterioară a așternutului se extinde o rețea densă de fibrile subțiri Această întreagă rețea este denumită în mod colectiv material corona Conține mai multe proteine care joacă un rol important PROFAZĂ PROMETAFAZĂ Kinetocor plat și g i i Kinetochore într-o celulă de șobolan cangur în profază (stânga) și prometafază (dreapta) Kinetocorul de prometafază nu are microtubuli atașați, deoarece ansamblul microtubulilor din celulă a fost blocat înainte de pregătirea pentru microscopie Forma cinetocorului se schimbă de la sferică în profază la plată în prometafază Fotografie (r) Conley Reeder, Wadsworth Center Kinetocorurile se formează în timpul prometafazei și conțin proteine motorii microtubulilor rol în funcționarea kinetocorului Printre acestea se numără dineina citoplasmatică (o proteină motorie care transportă microtubulii până la capătul minus), CENP-E (un membru al grupului kinezinei și un transport motor către capătul plus al microtubulilor), precum și câteva proteine suplimentare care promovează atașarea microtubulilor la cinetocor, incluzând cel puțin una dintre proteinele +TIP Împreună cu aceasta, coroana conține și câteva componente ale punctului de control al ciclului celular, responsabile de asamblarea axului Majoritatea proteinelor găsite în coroană sunt asociate cu ea prin legături dinamice, adică se disociază și se reatașează în mod constant Această rotație constantă a proteinelor face din coroană o structură care se află în permanență într-o stare de echilibru dinamic Forma și compoziția sa generală sunt păstrate, dar componentele individuale se schimbă constant Funcția coroanei este parțial de a se asigura că microtubulul este captat de cinetocor Prezența unei coroane în stadiile incipiente ale mitozei mărește foarte mult zona suprafața kinetocorului în timpul formării fusului și când cromozomii trebuie să se lege de acesta Prezența în coroană a motoarelor și a altor proteine care se leagă de microtubuli accelerează procesul de legare prin creșterea suprafeței din jurul fiecărui kinetocor Această suprafață, ca și hârtia de muște, este capabilă să prindă și să țină microtubuli Pe măsură ce kinetocorul atașează microtubulii și se leagă de fus, multe componente ale coroanei încep să se disocieze și/sau să se redistribuie În același timp, scade și numărul de motoare proteice asociate cu kinetocorul Cu toate acestea, dacă microtubulii asociați cu kintochore sunt îndepărtați cu ajutorul substanțelor chimice, aceste proteine reapar Compoziția și rolul diferitelor elemente structurale ale cinetocorului sunt prezentate pe R și s Yu Numărul de proteine diferite incluse în fiecare element ilustrează complexitatea structurii kinetocorului Rețineți că toate elementele structurale conțin proteine care interacționează cu microtubuli GRATUIT KINETOCOR Mi ooto^barrel GRANDĂ KINETOCHORE CU UN GAND DE MICROTUBURI ADAUGAT Coroană fibroasă \ \! Lamina exterioară Lamina interioară Heterocromatină centromerică FUNCȚII Legarea microtubulilor Organizarea restului kinetocorului Asigurarea legării cromatidelor Produce semnalul "de așteptare pentru anafaza" captarea microtubulilor Produce eforturi spre poli Oferind suport structurii BEJ KI a-ADN satelit Mad Mad Bub BubRl CENP-E CENP-E CENP-F CENP-I CENP-A CENP-C CENP-G CENP-A CENP-B CENP-G Dineina citoplasmatică Rod ZW- CLASP NUF-Z MSAC Proteine pasagere ale cromozomilor, inclusiv INCENP Aurora Survivin OREZ Funcțiile diferitelor părți ale cinetocorului celulelor vertebrate Numărul de proteine diferite din fiecare parte a cinetocorului este o indicație a complexității structurii sale CAPITOLUL Mitoza Kinetocorele captează și stabilizează microtubulii de care se atașează Puncte cheie Kinetocorele leagă microtubulii printr-un mecanism de căutare și apucare Acest mecanism exploatează instabilitatea dinamică a microtubulilor Mecanismul de căutare și apucare oferă o mai mare flexibilitate procesului de asamblare a arborelui Captura unui microtubul duce la mișcarea spre pol a cinetocorului Aceasta facilitează captarea microtubulilor suplimentari și inițiază formarea unui mănunchi de microtubuli cinetocorului De obicei, unul dintre cinetocorurile surori captează microtubulul și formează un filament înaintea celuilalt Capacitatea kinetocorului de a stabiliza microtubulii asociați este esențială pentru formarea filamentului Kinetocorurile întinse sunt mult mai eficiente la stabilizarea microtubulilor decât kinetocorurile libere Pentru a atașa un cromozom la ax, fiecare dintre cinetocorii săi trebuie să se atașeze la un microtubul de la unul dintre cei doi centrozomi Cum se găsesc microtubulii structurilor stelate și cinetocorii? Această întrebare reprezintă o problemă spațială semnificativă pentru celulă, care trebuie rezolvată cu maximă acuratețe Cromozomii sunt foarte mari, iar rata mișcării lor spontane este extrem de scăzută Astfel, din cauza mișcării kinetocorului, este imposibil de rezolvat Prin urmare, există o țintă imobilă pe care trebuie să o găsească microtubulii În același timp, pe o parte a scalei se află acuratețea segregării cromozomilor, iar pe cealaltă este dimensiunea kinetocorilor, care este extrem de mică, plus necesitatea ca toți cei de kinetocori (în cazul celulelor umane) să găsească microtubuli și uniți-le Situația este și mai complicată de faptul că, atunci când începe mitoza, localizarea kinetocorilor este complet imprevizibilă După distrugerea învelișului nucleului, cromozomii sunt distribuiți în întreaga citoplasmă, iar poziția și orientarea lor de la celulă la celulă și de la diviziune la diviziune sunt diferite Fusul trebuie să se formeze corect, indiferent de modul în care sunt aranjați cromozomii Este evident că mecanismul care permite găsirea microtubulilor și atașarea lor de kinetocori trebuie să fie extrem de flexibil și extrem de fiabil Toate aceste probleme sunt rezolvate datorită proprietăților dinamice ale microtubulilor fusului La scurt timp după debutul mitozei, cei doi centrozomi sunt modificați în așa fel încât dobândesc capacitatea de a nuclea mult mai mulți microtubuli decât în interfaza În această perioadă, microtubulii devin mai dinamici Catastrofele devin mai frecvente, iar microtubulii care se scurtează sunt salvați în cazuri rare și sunt mai probabil să fie distruși pășind- Primul cadru al videoclipului arată o celulă aviară vie care exprimă proteina EB care conține sonda fluorescentă Proteina se leagă de capătul în creștere al microtubulului Fiecare punct alb reprezintă capătul în creștere al unui microtubul Nucleul este văzut ca o zonă ușor întunecată situată între cei doi centromeri și ușor spre stânga Fotografie prin amabilitatea Patriciei Wadsworth, Universitatea din Massachusetts, Amherst Aceste modificări creează o situație în care un număr mare de microtubuli sunt polimerizați în mod constant într-o direcție arbitrară din fiecare dintre cei doi centrozomi, iar apoi, dacă nu sunt stabilizați, sunt distruși și dispar complet Microtubulii pierduți sunt înlocuiți cu alții care cresc în alte direcții O astfel de căutare dinamică a microtubulilor, cu puțin timp înainte de începerea procesului de asamblare a arborelui, este prezentată în clipul video (Fig ) Ca urmare, după distrugerea învelișului nuclear, întregul conținut al celulei este sondat în mod constant de capetele în creștere ale microtubulilor În aceste condiții, întâlnirea microtubulilor astrali cu fiecare kinetocor este o chestiune de timp Acest mecanism de căutare și apucare asigură că toate kinetocorile se atașează la microtubuli și permite formarea fusului, indiferent de poziția și orientarea cromozomilor la debutul mitozei Atunci când un microtubul în creștere întâlnește un kinetocor, acesta este capturat de motoarele proteice situate în coroană În unele cazuri, kinetocorul este atașat de peretele microtubulilor, în altele este atașat direct de capătul său plus În orice caz, kinetocorul începe imediat să se miște rapid de-a lungul microtubulului spre pol (Fig io zo și clip video din fig io h) Ca rezultat, cromozomul este transportat în aceeași direcție în spatele cinetocorului La un anumit moment în timp, cinetocorul, care a fost atașat mai întâi de partea laterală Kinetocorii captează și stabilizează microtubulii de care se atașează Imediat după distrugerea învelișului nuclear Cromozomii sunt localizați aleatoriu între centrozomi Microtubulii cresc și se scurtează în toate direcțiile de la centrozomi Un cinetocor pe fiecare cromozom a fost captat de un microtubul Cromozomii încep să se miște spre poli Restul microtubulilor se atașează de microtubulii capturați, formând filamente de cinetocori Prometafaza Începutul atașării cromozomilor la microtubulii fusului (*) indică cinetocorul cromozomului care nu a fost încă asociat cu polul fusului Kinetocorurile neatașate captează microtubulii de la celălalt pol Cromozomii încep să se miște spre centrul fusului Primul cadru al videoclipului, care demonstrează atașarea kinetocorului la microtubul și mișcarea ulterioară a cromozomului spre pol Fotografie (r) Conley Reeder, Wadsworth Center Filamentele cinetocorului cresc și cromozomii se adună în planul ecuatorului fusului G J J Microtubuli dinamici care caută kinetochores în întreaga celulă În același timp, cresc și se scurtează în direcții diferite față de centrozom Cei care au găsit kinetocorul sunt capturați de acesta și stabilizați Un astfel de mecanism de căutare-captare pentru ansamblul fusului permite formarea acestuia indiferent de forma celulei sau de poziția cromozomilor la începutul procesului microtubuli, se atașează la capătul plus al altui microtubuli într-o structură stelată Mișcarea kinetocorului în direcția stâlpului atunci când este atașat de ax este orientată în așa fel încât să fie în fața stâlpului cu partea frontală Continuând această mișcare spre pol, cinetocorul captează mai mulți microtubuli, demarând procesul de formare a filamentului kinetocor Deoarece, atunci când sunt capturați noi tubuli, cinetocorul se confruntă cu polul, majoritatea își atașează capetele de placa kinetocorului și se opresc din creștere Procesul de formare treptată a unui filament kinetocor în mitoza timpurie este prezentat în; Datorită naturii aleatorii a mecanismului de căutare și apucare, cinetocorii surori rareori se atașează simultan la axul rezultat După atașarea primului kinetocor, cromozomul devine -Chr, j Filmări video care ilustrează modul în care microtubulii se atașează la cromozomi și formează fibrile fusiforme Fotografie prin amabilitatea Patriciei Wadsworth, Universitatea din Massachusetts, Amherst CAPITOLUL Mitoza Secvențe de microscopie ușoară ale celulelor care arată distrugerea învelișului nuclear și primul contact al cromozomilor cu microtubulii care cresc din poli Imediat după distrugerea învelișului nuclear, mai mulți cromozomi sunt localizați la un pol în așa fel încât cinetocorul să fie orientat spre acesta Cromozomii rămași fie rămân în stare liberă, fie sunt deja atașați de ambii poli și au avansat până la mijlocul fusului Fotografii (r) Conley Reeder, Wadsworth Center mono-orientat (vezi Fig , ) Celălalt kinetocor rămâne liber până când captează microtubulul care crește de la polul îndepărtat Când se întâmplă acest lucru, cromozomul devine biorientat și se formează un fir cinetocor care leagă cromozomul de acest pol (Fig ) Orientarea bidirecțională este singurul tip de orientare care asigură că, în anafază, cele două cromatide ale unui cromozom replicat vor diverge spre opus Micrografie prin imunofluorescență a unei celule în prometafază Colorare Mulți cromozomi s-au atașat deja la ambii poli și s-au mutat în centrul fusului, dar unii, inclusiv cei marcați cu săgeți, sunt încă atașați doar unui singur pol Forma lor în V și locația apropiată de poli sunt vizibile Conley Reeder, Centrul Wadsworth cârlig Fotografia cu microscopul electronic a centromerului și kinetocorilor unui cromozom monoorientat Cromozomul este același ca cel prezentat în Fig și În dreapta, de kinetocor este atașat un mănunchi de microtubuli dispuși în paralel; celălalt kinetocor este liber Fotografie (r) Conley Reeder, Wadsworth Center Kinetocorii captează și stabilizează microtubulii de care se atașează Mai mulți cromozomi s-au atașat deja la ambii poli și se află în centrul fusului Cei doi cromozomi colorați sunt încă atașați la un singur pol Primul dintre cei doi cromozomi (marcat cu galben) este gata să se atașeze de celălalt pol și să avanseze către placa metafazică Celălalt (marcat cu albastru) va fi gata pentru asta în câteva secunde Ambii cromozomi, împreună cu restul, sunt aliniați în centrul fusului Al treilea cromozom (marcat cu verde) rămâne la pol OREZ Înregistrări video care arată captarea microtubulilor de către cromozomi monoorientați și mișcarea ulterioară a acestora către centrul fusului Fotografii (r) Conley Reeder, Wadsworth Center stâlpi falși Când cromozomul este orientat în două direcții, acesta începe să se deplaseze spre mijlocul fusului (Fig y b) În acest caz, cele două kinetocoruri funcționează diferit: unul trebuie să se deplaseze spre polul de care este atașat, scurtând filamentul cinetocorului, în timp ce celălalt trebuie să se îndepărteze de pol cu alungirea filamentului Deoarece orientarea bidirecțională este esențială pentru a controla acuratețea distribuției cromozomilor, există un punct de control în ciclul celular care verifică atașarea corectă a kinetocorilor surori (vezi mai jos) Kinetocorele modifică proprietățile microtubulilor de care se atașează Această asociere primară a unui cromozom cu un microtubul influențează semnificativ tipul conexiunii sale cu un fus mitotic complet format Cea mai importantă manifestare a efectului interacțiunii unui microtubul cu un kinetocor atașat este o creștere a duratei existenței sale Timpul de înjumătățire al microtubulilor asociați cu kinetocorul este de aproximativ cinci minute, în timp ce pentru alți microtubuli fusișori este de obicei mai mic de un minut O creștere a stabilității duce la acumularea de microtubuli cu kinetocori și la formarea de fascicule kinetochore Cu toate acestea, microtubulii își arată natura dinamică chiar și ca parte a kineto- mănunchiuri corale Deci, uneori, microtubuli individuali sunt separați de kinetocor și pierduți și, în același timp, sunt atașați și alții noi Numărul de microtubuli care sunt capabili să se atașeze în cele din urmă de kinetocor depinde de mărimea cinetocorului și de relația dintre rata de atașare a microtubulilor și dinamica acestuia Cu cât cinetocorul este mai mare, cu atât se poate atașa mai mulți microtubuli În celulele animale superioare, kinetocorele sunt de obicei capabile să se lege de la până la de microtubuli, cu toate acestea, filamentele kinetocore pot conține mai puține dintre ele datorită proceselor care apar în mod constant de disociere și reasociere a microtubulilor Ce determină disocierea microtubulilor de cinetocor? Există dovezi puternice că acest lucru se datorează parțial gradului de tensiune care există între cinetocor și centromerul său asociat De exemplu, dacă se folosește un ac subțire pentru a muta centromerul unui cromozom orientat în două direcții către unul dintre poli în timpul formării fusului, atunci numărul de microtubuli atașați cinetocorului și direcționați către acest pol crește Evident, tensiunea contribuie cumva la stabilizarea (și astfel la acumularea) microtubulilor de pe cinetocor Scopul acestui efect de tensiune este că oferă o modalitate de a stabiliza selectiv atașarea adecvată a cromozomului la fus: cinetocorii surori vor fi sub tensiune maximă - iar microtubulii lor vor avea o stabilitate maximă - atunci când sunt atașați și se deplasează către polul opus, adică atunci când sunt orientați corespunzător pentru mitoza reușită Erori de atașare kinetocor corectat Puncte cheie Erorile aleatorii apar adesea în timpul atașării cromozomilor la ax și sunt corectate Atașamentele eronate sunt instabile, deoarece nu permit cinetocorilor să stabilizeze microtubulii atașați Doar atașarea corectă a cromozomului bipolar are ca rezultat o atașare stabilă a cinetocorului Sensibilitatea locului de contact microtubul-kinetocor la tensiune joacă un rol important în corectarea erorilor de atașare care apar în timpul formării fusului Mecanismul de căutare-captură poate fi sursa a două tipuri de erori de atașare care pot apărea în timpul procesului mitotic normal Un cromozom este atașat sintetic (din grecescul syn - același; telos - sfârșit) atunci când ambele kinetocore sunt atașate la același pol ( ) Eroarea apare de obicei CAPITOLUL Mitoza ATASAMENT CORECT Mono-orientat Bi-orientat $ & Fiecare kinetocor este atașat de stâlp doar un cinetocor este atașat la un pol diferit ATASAMENT INCORECT : Biorientarea este singurul tip de atașament care asigură aceeași distribuție a cromozomilor peste două celule fiice; toți cromozomii trebuie să fie biorientați înainte de a începe anafaza Monoorientarea este un pas intermediar normal pe drumul către biorientare În prometafaza timpurie, atașamentul sintetic și merotelic este adesea observat, cu toate acestea, înainte de debutul metafazei, aceste tipuri se transformă într-un atașament biorientat Sintelice Merotel și cheskoe Ambele kinetocori sunt atașate la același pol Un cinetocor atașat la doi poli zu după distrugerea învelișului nuclear, când cromozomii sunt într-o orientare aleatorie și pot fi mult mai aproape de un centrozom decât de altul Acest lucru permite cinetocorilor surori să captureze simultan microtubulii proveniți din același centrozom Un cinetocor poate fi atașat la doi poli deodată (atașament merotelic; tego grecesc - parte) (Fig ) Cromozomii care conțin unul (sau chiar doi) cinetocor orientat merotelic se deplasează în mod normal către ecuatorul fusului și pot reprezenta un pericol grav pentru celulă Dacă atașamentul merotelic este menținut, cele două cromatide se separă atunci când celula intră în anafază, dar cromatida atașată eronat rămâne la ecuatorul fusului Ea rămâne acolo până când legătura sa cu unul dintre poli este ruptă, ceea ce oferă o șansă de % ca acesta să se segregă la același pol ca și cromatida soră De obicei, atașamentele sintetice și merotelice se remediază la scurt timp după ce s-au format Pentru ambele tipuri de atașamente eronate, este caracteristic ca filamentul kinetocorului să fie situat nu în unghi drept, ci într-un unghi ascuțit față de cinetocor Acest lucru duce la deteriorarea structurii kinetocorului și la destabilizarea conexiunii acestuia cu fasciculul de microtubuli Ca rezultat, microtubulii încep să se separe mai repede și sunt înlocuiți mai lent decât prin atașarea adecvată Acest lucru duce la faptul că în cele din urmă nu mai rămân microtubuli în filamentul kinetocorului, iar conexiunea este distrusă În funcție de tipul de atașare eronată, pierderea conexiunii duce fie la corectarea erorii prin crearea unei biorientări un cromozom rupt sau la aspectul unui cromozom atașat la un singur pol printr-un cinetocor Un astfel de cromozom mono-orientat se poate transforma apoi într-unul bi-orientat prin mecanismul obișnuit Sensibilitatea kinetocorilor la tensiune joacă, de asemenea, un rol important în corectarea atașamentelor eronate Erorile de atașare împiedică kinetocorurile să se îndrepte spre stâlp, prevenind astfel dezvoltarea tensiunii necesare pentru atașarea lor corectă Instabilitatea este caracteristică în special pentru atașarea sintetică, deoarece în acest caz există o tensiune nesemnificativă pe doi kinetocori, care este semnificativ mai mică decât cu orientarea corectă a cromozomului și localizarea centromerului între cei doi poli O astfel de eroare este adesea corectată fie prin pierderea spontană a uneia dintre legături din cauza lipsei de tensiune, fie atunci când unul dintre cei doi kinetocori este atașat suplimentar la un pol îndepărtat (Fig ju ) În acest caz, se dezvoltă o forță ascuțită în direcția polului, care perturbă structura kinetocorului și îi destabilizaază atașarea Complexitatea extremă a mecanismului de atașare demonstrează întreaga complexitate structurală și funcțională a kinetocorilor și locul lor central în procesul de mitoză De fapt, divergența cromozomilor replicați în două grupuri identice este direct legată de funcția kinetochores În , Mazia, unul dintre pionierii studiului mecanismelor mitozei, a atras atenția asupra rolului lor excepțional El a scris că cinetocorul "reprezintă singura parte esențială a cronometrului mitotic Erorile de atașare kinetochore sunt corectate Ambele kinetocore de pe un cromozom se atașează de același pol stâlp stâlp Q g "' Unul dintre cinetocori captează microtubulii de la celălalt pol, ceea ce îi perturbă structura G' d" J Diverse tulburări ale kinetocorilor determină pierderea atașării la celălalt pol OREZ Posibilitatea de a corecta atașarea incorectă a cromozomilor depinde de proprietățile dinamice ale microtubulilor în mitoză și de sensibilitatea kinetocorilor la apariția diferitelor tulburări în ei Numai când este atinsă configurația prezentată mai jos se poate forma un filament kinetocor normal, iar cromozomul se leagă în siguranță de ax mosome" Macia a comparat restul cromozomului cu un "cadavru la o înmormântare", deoarece "provoacă evenimentul, dar nu participă direct la el" Avea dreptate când credea că adevăratul scop al mitozei este segregarea kinetocorilor surori (restul cromozomului poate fi considerat doar accesorii de călărie) Cu toate acestea, el nu ar fi putut prevedea la acea vreme cât de profund au fost implicate kinetocorii în acest proces Deci, filamentele kinetocorului atașează cromozomul de fus și determină direcția mișcării acestuia Aceeași segregare a cromozomilor în mitoză poate fi direct legată de următoarele fapte stabilite: ( ) fiecare cromozom replicat conține doi kinetocori surori; ( ) aceste kinetocori sunt situate pe laturile opuse ale constricției primare și se confruntă în direcții opuse; ( ) microtubulii cinetocorului se leagă numai de partea sa exterioară, îndreptată departe de cromozom: și ( ) există mecanisme pentru corectarea erorilor de atașare a cinetocorului la poli Absența acestor mecanisme duce la aneuploidie Pentru ca cromozomul să se miște, este necesar ca firele kinetocorul scurtat și prelungit Puncte cheie • În toate etapele mitozei, forțele direcționate către poli acționează asupra cinetocorilor atașați • Fire de kinetocore sunt fixate lângă poli • Atașarea poate depinde de matricea fusului care conține proteina NuMA și mai multe proteine motorii • Filamentele kinetocore își schimbă lungimea atunci când subunitățile de tubulină sunt adăugate sau îndepărtate de la capete • La modificarea lungimii filamentelor, cinetocorii și polii pot rămâne atașați de capete Întrebarea "Cum se mișcă cromozomii?" apărut de la descoperirea mitozei În , Flemming a formulat problema scriind: "Nu știm care este cauza directă a mișcării sau a schimbării în localizarea firelor structurii nucleare: firele în sine, ceva în afara lor sau ambele" (în mod modern termeni, "firele" lui Flemming sunt cromozomi condensați, iar "figura nucleară" este fusul mitotic) Știm acum că forța îndreptată spre polii fusului începe să acționeze asupra cinetocorului de îndată ce acesta din urmă este atașat de fus De asemenea, știm că această forță acționează în toate fazele mitozei și că efectul ei se realizează întotdeauna prin același mecanism Astfel, mișcarea cromozomului către poli în prometafază în timpul congresului are loc după același mecanism care determină mișcarea acestuia către pol în anafază Pentru ca cromozomii să se deplaseze sub acțiunea unei forțe aplicate cinetocorilor, firele acestora trebuie fixate într-un anumit fel Fără aceasta, cromozomii ar rămâne într-un singur loc și s-ar roti în jurul microtubulilor în loc să se deplaseze de-a lungul lor spre poli În experimentele care utilizează micromanipulatoare, cromozomii individuali pot fi mutați folosind un ac subțire de sticlă S-a dovedit că cromozomul este greu de îndepărtat de pol, dar relativ ușor de mutat în direcții laterale Acest lucru ne permite să concluzionăm că microtubulii cinetocorului sunt atașați cel mai puternic de polii fusului prin capetele lor minus Toți microtubulii fusului, inclusiv cei care alcătuiesc filamentul cinetocor, sunt înconjurați de matricea fusului (Fig io ) Proteinele matricei fusului sunt implicate în atașarea filamentului cinetocor Una dintre componentele principale ale matricei este proteina NuMA, care joacă un rol important în menținerea integrității structurale a fusului Conținutul de NuMA din fus depinde de densitatea microtubulilor După cum se arată în fig , densitatea microtubulilor în direcția de la poli la ecuator scade treptat Astfel, NuMA este concentrat în principal CAPITOLUL Mitoza În fus, proteina NuMA formează o rețea extinsă, o matrice, care înconjoară microtubulii și facilitează ancorarea și organizarea acestora la poli Motoarele asociate cu matricea furnizează probabil dinamica microtubulilor de acolo, inclusiv retragerea filamentelor kinetocore către ei Inset prezintă o fotografie imunofluorescentă a unei celule în metafază Proteina NuMA este colorată în roșu, cromozomii sunt albaștri Fotografie prin amabilitatea lui Duane Compton, Dartmouth Medical School NuMA se ancorează de microtubuli -k i j > Sistemele de semnalizare MEN (drojdie înmugurire) și SIN (drojdie fisionabilă) sunt lanțuri de procese analoge care sunt reglementate de GTPază, care se schimbă de la o formă activă (legată la GTP) la una inactivă (legată la GDP) Forma activă a GTPazelor stimulează o cascadă de protein kinaze (trei kinaze în MEN și patru în SIN) Sistemele de semnalizare MEN și SIN asigură activarea familiei Cdcl de fosfataze și citokineza Nu se știe dacă fosfatazele sunt implicate în citokineza în ambele tipuri de drojdie Punctele de control controlează coordonarea diferitelor procese ciclului celular REZULTAT MUTATII ; Oprirea creșterii Toți mutanții au cdc ts ^^ aspectul unor celule mari în devenire (temperatura non-permisivă J gaz/ f Temp non-perm Celulele de divizare iratură activă cdc ts rad /"^Neperm X tempe Microcolonii extinse/celule moarte numărul OREZ Inactivarea ADN ligazei Cdc p la transferul mutanților Cdc ts la temperaturi nepermisive duce la replicarea ADN incompletă Toți mutanții se opresc în ciclu și iau forma unor celule mari în devenire Când celulele pierd funcția genei Rad p și le transferă la aceeași temperatură, nu se observă modificări vizibile ale fenotipului Cu toate acestea, mutanții knockout Cdc și rad prezintă un fenotip letal distinct Celulele nu se opresc în ciclu și continuă să formeze microcolonii de celule neviabile Astfel, aceste rezultate arată că oprirea creșterii mutanților cdc ts este asociată cu existența unui punct de control în ciclu, care funcționează cu participarea lui Rad Xia și, prin urmare, astfel de mutanți sunt opriți ireversibil în ciclu Proliferarea continuă a mutanților rad în aceste condiții sugerează că deteriorarea lor nu este recunoscută de mașina ciclului celular Astfel, s-a sugerat că există un punct de control dependent de lte/ care monitorizează integritatea ADN-ului; acest punct de control recunoaște defectele ADN-ului și le semnalează prin oprirea ciclului celular Pentru celulele de tip sălbatic, un punct de control nu este necesar și este necesar numai atunci când integritatea structurii ADN este încălcată Mulți mutanți cdc sunt, de asemenea, opriți în ciclu de punctul de control dependent de Iac De exemplu, mutanții cdc care sunt defecte în ADN-ligaza necesară pentru a finaliza replicarea ADN-ului sunt opriți în ciclu, formând celule mari în devenire Cu toate acestea, mutanții dubli cdc rad nu rămân în ciclu, continuă să se dividă și să moară Astfel, rad este, de asemenea, implicat în oprirea celulelor în ciclu dacă replicarea ADN-ului nu s-a încheiat Procesul de semnalizare care determină oprirea celulei în ciclu atunci când replicarea nu este finalizată se numește punct de control al replicării, fig fig ilustrează rolul rad în funcționarea punctului de control Toate punctele de control al ciclului celular conțin trei componente: ) un senzor care detectează un defect; ) un modul de semnal care transmite un semnal după ce este detectat un defect și ) o țintă, care este o parte a mașinii ciclului celular care controlează procesele de oprire Principiul de bază al funcționării punctului de control, care recunoaște defecte ale ADN-ului sau incompletitudinea replicării acestuia, este prezentat schematic în fig ii h OREZ După detectarea unei erori (de exemplu, deteriorarea ADN-ului), un punct de control este activat în celulă Acest punct este o succesiune de evenimente care implementează semnalul de blocare pentru trecerea celulei prin ciclu Acest exemplu ilustrează evenimente care împiedică intrarea celulelor în mitoză prin inhibarea activării Cdkl CAPITOLUL Reglarea ciclului celular Punctele de control pentru replicare și deteriorarea ADN-ului verifică în mod constant defecte în metabolismul acestuia Un proces de replicare ADN incomplet și/sau defectuos activează punctul de control al ciclului celular • Defectele ADN activează un alt punct de control care conține componente în comun cu punctul de control de replicare Punctul de control al daunelor din ADN blochează ciclul în anumite etape, în funcție de stadiul ciclului în care s-a produs deteriorarea În secțiunea anterioară, am dat o idee generală a punctelor de control Acum vom lua în considerare punctele specifice care protejează cușca Defectele ADN-ului reprezintă o mare amenințare pentru celulă, iar starea genomului este monitorizată în mod constant Există, de asemenea, un punct de control special care funcționează în faza S și controlează procesul de replicare a ADN-ului Acum se știe că multe proteine sunt implicate în răspunsul celulei la factorii care deteriorează ADN-ul sau inhibă replicarea acestuia, iar unele dintre ele sunt enumerate în Fig i zz Baza moleculară a recunoașterii defectelor este aspectul cel mai puțin înțeles al funcționării punctelor de control a leziunilor ADN și replicare Cu toate acestea, este clar că modificările în structura ADN-ului, cum ar fi formarea de regiuni locale monocatenar (ssflHK) sau rupturi dublu-catenar (DR), sunt recunoscute de punctul de control al daunelor Formarea de situsuri cu o structură neregulată duce la mobilizarea și activarea protein kinazelor similare în proprietăți cu o structură conservată, ATR (și adaptorul său ATRIP) și ATM La drojdii și eucariotele superioare, regiunile ssflHK provoacă un răspuns dependent de ATR, în timp ce DR conduc la procese dependente de ATM Studiile în drojdia în devenire au arătat că prezența unui singur DR și formarea ulterioară a regiunilor ssflHK sau formarea ssflHK în mutanții cdcl , este controlată de o kinază dependentă de Meci care este un omolog al ATR Pe de altă parte, iradierea y a celulelor de mamifere, în timpul căreia se formează DR-urile, determină o creștere a activității kinazei ATM și o creștere ulterioară a activității ATR, probabil asociată cu formarea de regiuni ssflHK la locurile de formare a DR Nu există nicio îndoială că kinazele ATM și ATR joacă un rol cheie în recunoașterea și eliminarea defectelor ADN, iar procesele în care sunt implicate ambele kinaze se suprapun într-o mare măsură Este posibil ca chiar și cu o întârziere în avansarea furcii de replicare, punctul de control al replicării să recunoască ssflHK în această regiune, ceea ce duce la activarea kinazelor ATM/ATR Cum sunt recunoscute defectele cromozomiale? Cercetare folosind microscopia electronică a arătat că ATM kinaza se poate lega direct de ADN la capetele DSB-urilor Este probabil ca ATR kinaza să se leagă de preferință de defecte ADN induse de UV Legarea conduce apoi la o creștere a activității kinazei și la propagarea ulterioară a semnalului Cum este activat ATM-ul? Această kinază în starea sa inactivă există ca homodimer Când ADN-ul este deteriorat, se declanșează procesul de autofosforilare a enzimei, care este însoțit de disocierea moleculei și eliberarea de monomeri activi care fosforilează un număr mare de proteine țintă Împreună cu kinazele ATM/ATR, proteinele Radl -RFC conservate evolutiv și complexele - - sunt implicate în mod independent în recunoașterea leziunilor ADN Familia de proteine Rad interacționează cu componentele factorului de replicare C și formează un complex punct de control cu capacitatea de a se lega de ADN Complexul Radl -RFC leagă apoi complexul - - (care la om constă din trei proteine numite Rad , Radi și Husl) la defectele ADN-ului Complexul - - formează o structură circulară asemănătoare cu o agrafă PCNA implicată în replicarea ADN-ului Deși toate aceste proteine recunosc în mod independent defecte ADN și se leagă la aceste locuri, toate sunt necesare pentru ca punctele de control de deteriorare a ADN-ului să funcționeze Întrebarea cu privire la modul în care interacțiunea dintre ele are loc la locurile defectelor ADN este încă subiectul unor cercetări intense Mediatorii punctelor de control sunt următorul grup de proteine necesare pentru recunoașterea defectelor ADN, transducția semnalului și repararea ADN-ului Aceste proteine acționează după ce defectul a fost detectat și sunt prezentate în Fig Aceste proteine nu pot CLASA PROTEINELOR DRO S cerevisiae LI S pombe MAMIFERELE Senzori Rad Ddcl Radl MesZ Teii Meci Radl Rad Radi Husl Teii Rad Radl Rad Radi Husl ATM ATR Picsuri/ traductoare Rad Mrcl Chkl Rad Crb Mrcl Chkl Cdsl BRCA CLASPIN Chkl Chk Pdsl/APC Cdc vizează familia Cdc OREZ S-a demonstrat că în fiecare etapă a funcționării punctului de control, unele proteine conservate evolutiv îndeplinesc anumite funcții Punctele de control pentru replicarea ADN-ului și deteriorarea verifică în mod constant defecte să traseze o graniță clară între funcționarea lor în procesele punctului de control și repararea ADN-ului, deoarece unii dintre ei sunt implicați în ambele procese De asemenea, mediatorii pot oferi suport pentru sistemele de recunoaștere a defectelor ADN prin stabilizarea complexelor de semnalizare multi-proteice Chkl și Chk kinazele sunt principalii transmițători ai punctelor de control pentru deteriorarea și replicarea ADN-ului Aceste enzime fosforilează direct componentele ciclului celular și blochează activitatea acestora Defecte identice în structura ADN-ului pot întârzia sau opri celula într-una sau alta fază a ciclului, în funcție de stadiul în care au fost recunoscute de punctul de control De exemplu, dacă se detectează deteriorarea ADN-ului în stadiul G , atunci trecerea celulei prin ciclu este întârziată la punctul de tranziție G /S Dacă se găsește același defect în timpul G , intrarea celulei în mitoză este blocată Există trei puncte de control independente care împiedică mișcarea celulei prin ciclu atunci când apar defecte în ADN sau replicarea este întârziată: punctul de control G / S, punctul de control al fazei S și punctul de graniță G / M Cu toate acestea, aceste puncte sunt caracterizate de prezența acelorași componente Punctul de control G din celulele de mamifere a fost studiat suficient de detaliat Întârzie intrarea celulei în faza S prin inhibarea activității complexului G CDK-ciclină Inhibarea poate apărea chiar și după ce o celulă a depășit un punct de restricție (pentru mai multe despre G CDK, consultați Celulele pot ieși și reintra în ciclu) Cum se realizează acest lucru? Blocul G este atins în cel puțin două moduri O cale este asigurată de inhibarea activării G a complexelor CDK-ciclină Activarea kinazelor ATM/ATR conduce la fosforilarea și activarea kinazelor efectoare Chk și/sau Chkl Apoi aceste kinaze fosforilează Cdc A, ceea ce duce fie la eliberarea sa din nucleu, fie la degradarea printr-un mecanism dependent de ubiquitină Ca rezultat, complexul Cic -ciclină E este menținut într-o stare inactivă prin fosforilarea reziduului de tirozină O altă cale care duce la un bloc în tranziția G /S în prezența defectelor ADN implică activarea transcripției CKI Odată activat punctul de control, ATM/ATR este activat și p este fosforilat Această proteină este un factor de transcripție și supresor tumoral (pentru mai multe despre p , vezi Dereglarea ciclului celular poate duce la cancer) Fosforilarea p , care are loc sub acțiunea ATM/ATR, previne degradarea acestuia, iar proteina se acumulează în nucleul celulei Acest lucru determină activarea transcripțională a genelor sub controlul p , cum ar fi p Acesta din urmă este un CKI și inhibă complecșii CDK-ciclină Astfel, inhibarea complexelor CDK-ciclină necesare pentru replicarea ADN-ului are loc în două moduri diferite Pe fig ii z-h prezintă schematic procesele de funcţionare Puncte de control G care sunt declanșate ca răspuns la apariția defectelor în ADN Natura răspunsului generat de punctele de control ale daunelor ADN în faza S și la limita G -M este fundamental apropiată de cea pentru punctul de control G Punctul de control al fazei S întârzie în principal activarea punctelor de pornire a replicării tardive atunci când sunt recunoscute defecte ADN, astfel încât să prevină dezasamblarea furcii de replicare Ca și în cazul punctului de control al fazei Gl, kinazele ATM/ATR și kinazele efectoare Chkl și Chk , care mediază inhibarea complexelor Cdc A și CDK-ciclină, sunt jucători cheie Cu toate acestea, împreună cu aceasta, kinazele active ATM/ATR fosforilează proteinele de replicare, ceea ce întârzie apariția acesteia De exemplu, ATR-ATRIP inhibă kinaza Cdc -Dbf și astfel previne legarea proteinei Cdc necesară pentru replicare Acest lucru suprimă inițierea procesului în faza S O altă țintă importantă a kinazelor punctului de control este complexul de exonuclează, care acționează asupra rupurilor duble-catenari ale ADN-ului și se numește MRN (Mrel l/Rad /Nbsl) Dacă punctul de control din faza S nu funcționează, atunci sinteza ADN-ului continuă dacă există defecte în acesta Acest proces este denumit sinteza ADN-ului radiorezistent (RDS) Intensitatea sintezei ADN radiorezistent crește dacă procesele de control ale ciclului celular (ATM/ATR-Chkl/Chk -Cdc A) și stoparea replicării nu funcționează Acest lucru sugerează că evenimentele care sunt inițiate de defecte ale ADN-ului în faza S au loc în paralel Procesele caracteristice punctului de control în faza S sunt prezentate în FIG Punctul de control G -M este similar cu punctele fazei S și Gl (vezi figurile și ), deoarece activarea căii ATM/ATR-Chkl/Chk are ca rezultat inhibarea complexului CDK-ciclină, în acest caz complex CDK -ciclina B Din nou, în acest caz, țintele pentru kinazele Chkl și Chk sunt o proteină din familia Cdc Pentru punctul de control G -M, este caracteristic ca activitatea Cdc C și Cdc A să fie suprimată datorită inhibării și/sau degradării lor Studiile in vivo pe celule și utilizarea proteinei fluorescente verzi au oferit o oportunitate suplimentară de a afla când și pentru cât timp funcționează fiecare componentă a proceselor de funcționare a punctului de control În locurile de deteriorare a ADN-ului sau de replicare întârziată, se acumulează multe proteine care sunt necesare pentru funcționarea punctelor de control Presupunând că aceste site-uri corespund locurilor de semnalizare pentru punctele de control, cercetătorii încearcă să stabilească ordinea în care apar proteinele corespunzătoare pe ele, durata șederii lor acolo și să afle dependența acestor parametri de prezența altor proteine Abilitatea de a vizualiza locurile de acumulare a proteinelor este, de asemenea, un instrument experimental convenabil CAPITOLUL Reglarea ciclului celular După detectarea deteriorării ADN-ului în perioada Gl, un punct de control este activat în celulă cu participarea proceselor dependente de ATM și ATR Acest lucru se poate face în cel puțin două moduri O cale implică fosforilarea fosfatazei Cdc A Acest lucru determină proteoliza sa, iar Cdk -ciclina E este menținută într-o stare inactivă, deoarece o grupare fosfat rămâne pe reziduul Tyr Conform celei de-a doua căi, factorul de transcripție p este fosforilat, care este astfel stabilizat Stabilizarea p duce la reglarea pozitivă a transcripției proteinei p La rândul său, acest lucru duce la acumularea de p SKI, care apoi se leagă de CsIk -ciclina E și o blochează Ambele căi sunt implicate în blocarea trecerii unei celule peste granița G /S Punctele de control pentru replicarea ADN-ului și deteriorarea verifică în mod constant defecte RI Când replicarea ADN-ului este incompletă sau eșuează, punctul de control al fazei S generează un semnal de blocare Acest semnal previne intrarea celulei în mitoză până când eroarea este corectată CAPITOLUL Reglarea ciclului celular o abordare care vă permite să verificați prezența daunelor în ADN și să evaluați severitatea acestora Fosforilarea cozii C-terminale a histonei H AX sub acțiunea ATM/ATR cu formarea y-H AX poate fi un semnal al prezenței unui defect în ADN Deși mobilizarea unor proteine din punctul de control nu depinde de γ-H AX, prezența lor constantă la locurile de deteriorare și dezvoltarea evenimentelor ulterioare cauzate de punctul de control depind de aceasta Prin urmare, y-H AX poate fi un centru de semnalizare pentru punctul de control și proteinele de reparare, care asigură funcționarea procesului de reparare a ADN-ului și controlul acestuia Punctele de control pentru deteriorarea ADN-ului joacă un rol critic în menținerea stabilității genomului Încălcarea funcțiilor proteinelor implicate în procesele de control poate duce la acumularea de mutații și la dezvoltarea cancerului O astfel de boală genetică umană precum ataxia-telangiectasia (AT) provoacă distrugerea cerebelului, dezvoltarea imunodeficienței, radiosensibilitatea crescută și instabilitatea genomului, precum și o predispoziție la dezvoltarea tumorilor maligne Clonarea genei mutante de la pacienții A-T a arătat că este ATM S-a stabilit rolul important al acestei proteine în asigurarea stabilității genomului Pierderea parțială a funcțiilor proteinei ATR duce la o boală autozomal recesivă rară - sindromul Szekel Cum funcționează punctul de control pentru replicarea ADN-ului și este diferit de punctele de control pentru daune generate în această moleculă? Studiile efectuate în organisme multicelulare au arătat că activarea punctului de control al replicării are loc ca răspuns la o oprire a progresiei furcilor de replicare Acest punct nu este RK i h Un defect în replicarea ADN-ului face ca furcile de replicare să se oprească Prezența acestor structuri activează punctul de control al replicării, care funcționează pentru ( ) a preveni formarea ulterioară a originilor de replicare, ( ) a încetini etapa de alungire, ( ) a păstra bifurcația și ( ) a bloca intrarea celulei în mitoză Punctele de control pentru replicarea ADN-ului și deteriorarea verifică în mod constant defecte este activat dacă ADN-ul nu este replicat complet O scădere a pool-ului de dNTP sub influența unor substanțe precum oxiureea sau mutații ale genelor care codifică sinteza enzimelor de replicare duce la încetarea acestuia și la activarea punctului de control Cu toate acestea, această activare nu are loc în celulele incapabile de asamblare a furcii de replicare După ce încep procesele punctului de control al replicarii, pot avea loc următoarele patru evenimente: • prevenirea activării altor puncte de inițiere la replicarea; • încetinirea etapei de alungire a replicării; • menținerea stării de blocare a furcăturilor de replicare și • inhibarea intrării celulelor în mitoză Aceste evenimente sunt prezentate schematic în Fig i zb Multe componente sunt implicate în controlul replicării și al defectelor ADN De exemplu, principalele kinaze de control, ATR și omologii săi și Chkl cu omologi, semnalează proteinelor din grupul Cdc despre necesitatea de a inhiba activitatea complexului CDK-ciclină B și de a introduce celula în mitoză De fapt, aceste kinaze sunt implicate în trei dintre aceste procese Cu toate acestea, nu li se cere să încetinească etapa de alungire în replicarea ADN-ului, iar acest aspect al funcționării punctului de control nu a fost încă studiat suficient Punctul de control al ansamblului axului verifică atașarea corectă a cromozomilor la microtubuli În mitoză, fusul se atașează la cinetocorurile cromozomiale Atașarea corectă a microtubulilor la cinetocori este o condiție necesară pentru segregarea cromozomilor Defectele de atașare a microtubulilor fusului sunt recunoscute ca un "punct de control pentru asamblarea fusului", care blochează și mai mult tranziția de la metafază la anafază prevenirea erorilor în separarea cromatidelor surori În stadiile incipiente ale mitozei, microtubulii fusului (MT) se atașează de kinetochores, care sunt complexe proteice care se adună în regiunile centromerice ale ADN-ului cromozomului Pentru o segregare adecvată a cromozomilor în celulele fiice, kinetocorurile cromatidelor surori trebuie atașate la MT-urile care emană din polii axului opuși înainte de debutul anafazei Un astfel de atașament se numește amfitelic sau bipolar Deoarece atașarea kinetocorului la MT în metafază are loc aleatoriu, sunt posibile și alte tipuri de atașamente Pe fig prezintă diferite tipuri de atașamente ale kinetocorilor la MT Există mecanisme în celulă care permit să distingă atașamentele corecte (bipolare) de atașamentele incorecte (monopolare) Mai multe proteine sunt implicate în metafază în conversia atașărilor incorecte ale kinetocorului la MT în cele corecte, amfitelice Proteina cheie care destabilizează atașarea greșită este o protein kinază, Aurora B După cum s-a menționat mai sus, această kinază este o componentă a complexului proteină-pasager al cromozomilor și este localizată pe kinetochores în mitoză (pentru mai multe detalii, vezi Intrarea celulelor în mitoză) este controlată de mai multe protein kinaze) Mecanismul de funcționare al kinazei Aurora B în asigurarea atașării bipolare a cromozomilor la fus este subiectul unor cercetări intense Ce se întâmplă când unii cromozomi nu se atașează amfitelic de fus sau nu se atașează deloc? În aceste cazuri, "punctul de control al ansamblului ax" (SAC) generează un semnal "așteptați anafaza" Acest punct de control întârzie separarea cromatidelor surori, adică debutul anafazei, până când fiecare kinetocor se atașează în mod corespunzător la microtubulii fusului Dacă semnalul "așteptați anafaza" nu este generat, separarea cromatidelor surori va urma prematur, ducând la segregarea unui număr inegal de cromozomi SAC blochează debutul anafazei, prevenind activarea APC și astfel degradarea securinei (pentru mai multe despre APC, vezi Procesele de condensare și segregare a cromozomilor în mitoză depind de proteinele condensină și cohesină} Cum se activează SAC? Procesul este inițiat de cinetocori neatașați sau atașați incorect de fusul MT Deși s-a demonstrat că cinetocorurile neatașate induc activarea SAC, există dovezi că, în absența stresului fizic asupra fiecărui kinetocor, punctul de control al ansamblului fusului este activat Înainte de a fi cunoscute mecanismele moleculare ale funcționării SAC, activarea acestui punct a fost studiată în spermatocitele de lăcuste Celulele lăcustelor au trei cromozomi sexuali, iar în unele celule unul dintre ei rămâne nepereche și este atașat doar unui pol al fusului Celulele care conțin un kinetocor neatașat nu intră niciodată în anafază și sunt în cele din urmă distruse În experimente elegante, un microac a fost folosit pentru a trage înapoi un cromozom neaderent În acest caz, celula a intrat în anafază, ceea ce a indicat că prezența tensiunii pe cinetocor era necesară și pentru a elimina efectul SAC După cum poate fi de așteptat, datorită atașării bipolare a MT-urilor de kinetocorii surori, se dezvoltă tensiune asupra lor În același timp, cu alte tipuri de atașamente, nu se creează un astfel de stres În prezent, a fost propus un model care ia în considerare atașarea kinetocorilor și crearea de stres fizic asupra acestora ca parametri importanți pentru monitorizarea SAC Pentru prima dată, SAC și componentele sale au fost identificate în timpul screening-ului genetic al mutanților din sol CAPITOLUL Reglarea ciclului celular Amfitelic monotelic Doar un cinetocor este atașat la un pol Fiecare kinetocor este atașat la diferiți poli Sintelice Merotelic În configurația monotelic, doar un cinetocor (evidențiat în magenta) este atașat la fibrilele fusului care emană de la un pol În configurația amfitelică, cinetocorii cromatidelor surori sunt conectați la microtubuli fusiformi de la poli opuși, rezultând orientarea bipolară corectă a cromozomului În configurația sintetică, ambele kinetocore ale cromatidelor surori sunt atașate de microtubuli fusiformi care se extind de la un pol În configurația merotelică, un cinetocor este atașat la microtubulii fusului de la ambii poli Toate configurațiile greșite sunt recunoscute de punctul de control al ansamblului axului, determinând blocarea mitozei Ambele kinetocori sunt atașate la același pol Un cinetocor atașat la doi poli forjarea drojdiei sensibile la compușii degradanți ai microtubulilor Cu toate acestea, acest punct există și la eucariotele multicelulare În mod interesant, componentele SAC nu sunt necesare pentru creșterea vegetativă a drojdiei, dar experimentele pe șoareci au demonstrat dar că sunt necesare pentru a asigura viabilitatea embrionilor Celulele derivate din embrioni care nu au unele dintre componentele SAC arată o frecvență crescută a erorilor de segregare a cromozomilor Nevoia de SAC în Metazoa se datorează probabil Neatașarea unui microtubul la un singur cinetocor sau lipsa tensiunii adecvate între cinetocorurile surori are ca rezultat activarea punctului de control al ansamblului fusului (SAC) Ca urmare, în timpul trecerii de la metafază la anafază, mitoza este blocată până când eroarea este eliminată Punctul de control al ansamblului axului verifică atașarea corectă a cromozomilor la microtubuli au un proces mai lung de aliniere a cromozomilor și de atașare a kinetocorilor la MT, timp în care APC ar trebui să fie într-o stare inactivă Funcționarea SAC este prezentată schematic în ₽fig Cum întârzie SAC debutul anafazei? Rămân multe de elucidat în ceea ce privește mecanismele de recunoaștere a defectelor de către acest punct de control și transmiterea semnalului corespunzător Cu toate acestea, este clar că semnalul de activare a SAC se propagă din cinetocori Toate componentele proceselor SAC se găsesc în ele Aceasta este caracteristică unui ciclu celular normal și activării punctului de control Probabil, kinetocorile sunt punctul de plecare de aplicare a componentelor punctului de control Mai mult, s-a demonstrat că localizarea componentelor în kinetocori este necesară pentru generarea și propagarea semnalului punctului de control Procesul de acumulare a componentelor SAC în cinetocori este perturbat de unele defecte ale structurii acestora din urmă asociate cu mutații în genele proteinelor corespunzătoare Astfel de mutanți nu au un punct de control Alte defecte structurale ale kinetocorilor nu împiedică activarea SAC Se știe că sistemul de semnalizare SAC include o cascadă de fosforilare a proteinelor, deoarece unele dintre componentele sale sunt protein kinaze și multe sunt într-o formă fosforilată Cu toate acestea, se acumulează din ce în ce mai multe dovezi că transmisia semnalului nu este strict liniară De exemplu, sunt necesare diferite componente pentru a monitoriza diferite aspecte ale atașării bipolare De asemenea, nu se știe dacă există mai multe ținte pentru protein kinazele sistemului SAC Una dintre ținte este proteina Cdc După cum sa menționat mai sus, Cdc este unul dintre activatorii specifici APC Cdc se leagă și de o altă proteină a sistemului SAC, Mad Acest lucru sugerează că acesta din urmă poate inhiba APC prin deplasarea Cdc din complexul său cu acesta Recent, a fost identificat un complex de punct de control mitotic (MCC) care conține trei proteine: Mad , BubRl, Vib și Cdc Deși nu se știe dacă Mad singur, sau împreună cu MCC, generează un semnal de întârziere anafază, este clar că după activarea punctului de control este activat APCCdc °, care stabilizează securina și menține comunicarea între cromatidele surori Un model care descrie inhibarea APC de către SAC este prezentat în p și c h OREZ - , la La activarea punctului de control al ansamblului axului (SAC), Mad , una dintre componentele SAC, sau complexul său de componente (MCC), se leagă de Cdc , care este un activator APC Această legare are ca rezultat inhibarea activității Cdc APC Acesta din urmă este necesar pentru proteoliza securinei și separarea cromatidelor surori CAPITOLUL Reglarea ciclului celular Funcția principală a SAC este de a preveni segregarea cromozomilor atunci când kinetochorii surori nu sunt atașați corespunzător de microtubulii fusului După cum ar fi de așteptat, un SAC funcțional inactiv ar duce la defecte în atașarea kinetocorului, segregarea greșită a cromozomilor și moartea celulară sau forme aneuploide Celulele fiice aneuploide primesc cantități inegale de material genetic Aneuploidia este caracteristică multor forme de tumori maligne, iar mutațiile anumitor componente ale SAC sunt asociate cu apariția unor forme de cancer colorectal Dovezi convingătoare pentru implicarea SAC în prevenirea deteriorării cromozomilor în timpul mitozei au fost obținute în experimente de reducere a nivelului de Mad în celulele de șoarece datorită eliminării unei copii a cromozomilor Animalele cu acest defect au dezvoltat adesea tumori maligne, iar celulele cu niveluri reduse de Mad au prezentat un număr crescut de erori de segregare a cromozomilor Rezumând cele de mai sus, subliniem că funcționarea punctului de control al ansamblului fusului asigură că segregarea cromozomilor are loc numai după ce toți cromozomii s-au atașat corect de fusul mitotic Deoarece segregarea cromozomilor este inițiată de activarea APC, punctul de control previne această activare până când toți cromozomii s-au atașat corespunzător Semnalul pe care îl dă punctul de control este generat la kinetocor și duce la legarea directă a unora dintre componentele sale de APC, ceea ce determină inhibarea funcțiilor complexului Dereglarea ciclul celular poate duce la dezvoltarea cancerului Proto-oncogenele codifică proteinele care ghidează celula prin ciclu Genele supresoare tumorale codifică proteine care întârzie debutul proceselor ciclului celular Mutațiile în proto-oncogene, gene supresoare tumorale sau în genele care codifică componente ale proceselor punctelor de control pot duce la dezvoltarea cancerului După cum sa subliniat mai sus, există multe puncte de control pentru a asigura diviziunea celulară fără erori Aceste puncte joacă un rol important, deoarece asigură corectitudinea și acuratețea ridicată a proceselor de duplicare și segregare a cromozomilor Mutațiile genelor care controlează corectitudinea proliferării celulare pot duce la dezvoltarea cancerului Mutațiile în două tipuri de gene duc la proliferarea necontrolată a celulelor Acestea includ proto-oncogene și gene supresoare tumorale (pentru mai multe despre aceste gene, vezi Cancer - Fundamente și general revizuire) Atunci când reglează proliferarea celulară, aceste grupuri de gene acționează în moduri opuse Proto-oncogenele și-au primit numele deoarece sunt implicate în proliferare și pot fi activate sau mutate în așa fel încât să dea constant semnale de divizare sau să le genereze la momentul nepotrivit Pentru ca o proto-oncogenă să devină o oncogenă, trebuie să sufere mutații În contrast, genele supresoare tumorale limitează în general proliferarea celulară și mențin stabilitatea genomului Prin urmare, mutațiile care au ca rezultat pierderea funcției ambelor copii ale unei astfel de gene pot duce la o pierdere a controlului asupra creșterii celulelor și la formarea unei tumori În apariția cancerului, un rol semnificativ este atribuit influenței factorilor de mediu Expunerea celulelor umane la agenți mutageni/carcinogeni, cum ar fi UV sau fumul de tutun, poate provoca mutații în proto-oncogene sau gene supresoare de tumori p este o genă cheie supresoare de tumoră care limitează progresia celulară de-a lungul ciclului (vezi detalii) De asemenea, această genă este o componentă a sistemului punct de control Mecanismul de acțiune al proteinei p și reglarea funcțiilor sale fac obiectul unor cercetări intense, deoarece majoritatea tumorilor umane sunt caracterizate prin prezența mutațiilor care inactivează gena corespunzătoare Când proteina p își pierde funcțiile, celulele scapă de sub controlul sistemelor de reglare ale ciclului și sunt capabile să prolifereze în prezența deteriorării ADN-ului În același timp, ei devin mai susceptibili la apariția ulterioară a mutațiilor în generațiile ulterioare Acumularea mai multor mutații în gene care controlează creșterea celulelor poate duce la dezvoltarea tumorii Trecerea prin ciclul celulelor cu defecte în ADN poate fi cauzată de mutații ale genelor care codifică alte proteine ale sistemelor de puncte de control Ca exemplu, luați în considerare inactivarea Husl, una dintre proteinele punct de control în celulele de șoarece și umane Ca urmare a acestei inactivări, celulele devin sensibile la agenții care dăunează ADN-ului și continuă să se miște prin ciclu, în ciuda daunelor rezultate Mutațiile genelor implicate în segregarea ADN-ului contribuie, de asemenea, la apariția modificărilor genetice caracteristice celulelor canceroase Un semn distinctiv al procesului tumoral este instabilitatea cromozomială (CIN), iar studiile recente au arătat că CIN este direct indusă de defecte în sistemul de semnalizare SAC, mai degrabă decât rezultând din transformarea celulelor Se știe, de exemplu, că transcrierea lui Mad , care este una dintre componentele SAC, se află sub controlul E F Prin urmare, în celulele cu dereglare E F, nivelul Mad crește și procesul de segregare a cromozomilor este perturbat Mutații în proteina MAD sau în alte proteine ale sistemului SAC au fost, de asemenea, găsite în unele forme de cancer Luate împreună, aceste observații indică faptul că atât activitatea funcțională a SAC, cât și inactivarea sa în timp util joacă un rol important în menținerea stabilității genomului Dereglarea ciclului celular poate duce la dezvoltarea cancerului În rezumat, deoarece acumularea de mutații poate apărea în proto-oncogene, gene supresoare de tumori și gene implicate în procesele punctelor de control, există un risc semnificativ de cancer Pentru mai multe despre acest lucru, consultați Cancer - Fundamente și prezentare generală Ce urmeaza? După finalizarea proiectelor de secvențiere a genomului, s-au încercat să se apropie de înțelegerea naturii modificărilor genelor și a funcționării produselor lor pe tot parcursul ciclului celular Metoda de analiză microarrey a permis cercetătorilor să identifice toate modificările transcripționale care apar în genomul celulei în timpul ciclului sau după ce celulele sunt tratate cu substanțe care le blochează progresul de-a lungul ciclului Cea mai cuprinzătoare analiză a modificărilor profilului expresiei genice a fost efectuată pe drojdiile cerevisiae și pombe În același timp, au fost identificate gene a căror transcripție se modifică în timpul ciclului celular În mod similar, analiza microarrey a fost utilizată pentru a identifica genele a căror transcripție crește sau scade atunci când punctul de control este activat Aceeași strategie a fost aplicată și altor organisme pentru a căuta principii generale de reglare a ciclului celular și de activare a punctelor de control, precum și pentru a evalua diferențele dintre celulele animale sănătoase și cele transformate Strategia de analiză cu microarray este acum utilizată pentru a obține un profil genomic al celulelor maligne și pentru a dezvolta abordări terapeutice pentru a trata pacienții O altă metodă care este utilizată pentru a identifica proteinele de reglare a ciclului celular este analiza localizării globale a proteinelor De exemplu, a fost stabilită localizarea aproape fiecarei proteine codificate în genomul celulelor S cerevisiae și S pombe Am folosit metoda de fuziune a fiecărui cadru de citire deschis cu secvența care codifică proteina verde fluorescentă De asemenea, în viitor, este planificată efectuarea de analize la scară largă folosind metode proteomice, care vor face posibilă determinarea componentelor proteice ale tuturor complexelor multimerice care asigură activitatea vitală a celulei O astfel de analiză ar putea contribui la înțelegerea noastră a funcționării diferitelor proteine și a complexelor acestora Având în vedere importanța punctelor de control în coordonarea evenimentelor ciclului celular, este deosebit de necesară înțelegerea mecanismelor moleculare ale funcționării lor Punctele de control pentru deteriorarea ADN-ului, replicarea sa în faza S și asamblarea fusului necesită participarea unui număr de protein kinaze Cu toate acestea, până acum au fost identificate doar un număr limitat de substraturi pentru aceste kinaze și Este foarte importantă continuarea căutării pentru a elucida cât mai complet rolul diferitelor reacții de fosforilare în procesele de control Clarificarea tuturor acestor întrebări ar fi un pas major înainte în înțelegerea rolului punctelor de control în asigurarea acurateței transferului cromozomilor către celulele fiice În mod similar, în ciuda bogăției de informații disponibile cu privire la reglarea kinazelor mitotice, rămân multe de elucidat despre țintele acestor kinaze Utilizarea combinată a metodelor genetice asupra obiectelor de drojdie și a metodelor de analiză biochimică atunci când se lucrează cu extracte de ouă de broaște și arici de mare a oferit date importante despre funcțiile Cdkl kinazei mitotice Cu toate acestea, imaginea este încă departe de a fi completă Cum reglează Cdkl mai multe procese mitotice, cum ar fi condensarea cromozomilor, asamblarea fusului și separarea cromatidelor surori? Identificarea ulterioară a substraturilor Cdk ar ajuta la o mai bună înțelegere a bazei lor moleculare Pare la fel de important să aflăm cum ieșirea unei celule din mitoză este asociată cu o scădere a activității Cdkl Cum este o scădere a activității enzimatice asociată cu defalcarea fusului și citokineza? Sunt aceste procese cauzate de defosforilarea proteinelor? Dacă da, cum sunt ele reglementate de defosforilarea proteinelor? Îmbunătățirea continuă a tehnicilor de spectrometrie de masă a făcut deja ușor de studiat modificările proteinelor, cum ar fi fosforilarea Metodele de genetică biochimică s-au dovedit a fi un instrument puternic în identificarea substraturilor protein kinazei Aceste metode folosesc inhibitori ai kinazelor modificate pentru a determina rolul acestora din urmă în reacțiile specifice de fosforilare Astfel de alele care răspund la analog (alele care conțin o formă mutantă a kinazei care nu este dependentă de ATP, dar este un analog al formei sălbatice) s-au dovedit a fi un instrument valoros pentru inhibarea selectivă a acestei kinaze specifice și identificarea substraturilor sale in vivo Evident, astfel de abordări metodologice îi vor ajuta pe cercetători să răspundă la următoarele întrebări: Ce proteine sunt fosforilate în anumite etape ale ciclului celular? Cât de mult se modifică gradul de fosforilare al unei anumite proteine după o scădere a activității unei anumite kinaze? Răspunsul la toate aceste întrebări va ajuta la construirea unei imagini complete a modului în care protein kinazele reglează procesele critice din ciclul celular În timp ce protein kinazele servesc ca regulatori ai evenimentelor critice ale ciclului celular, proteoliza dirijată asigură progresul ireversibil al celulei prin ciclu SCF și APC sunt două ligaze ubiquitin care sunt specifice ciclului celular și sunt necesare pentru desfășurarea normală a proceselor sale Defectele proteolizei dependente de ubiquitină sunt, de asemenea, asociate cu dezvoltarea tumorii Prin urmare, identificarea proteinelor care suferă proteoliză dependentă de ubiquitină în timpul ciclului de diviziune este critică pentru înțelegerea proceselor ciclului celular și a dezvoltării tumorii S-au făcut deja încercări de a găsi CAPITOLUL Reglarea ciclului celular proteine De exemplu, folosind un sistem in vitro, un set de proteine au fost identificate în extractele de ouă de broaște care suferă proteoliză specifică în timpul mitozei Căutarea continuă pentru astfel de proteine și o căutare aprofundată a substraturilor SCF și APC ar trebui să ajute la elucidarea rolului proteolizei dependente de ubiquitină în procesele ciclului Mai mult, elucidarea detaliilor proteolizei poate contribui la identificarea unor ținte suplimentare pentru acțiunea medicamentului Principala dificultate în dezvoltarea medicamentelor pentru chimioterapie pentru cancer a fost căutarea agenților care acționează selectiv asupra celulelor canceroase Studiile asupra tuturor complexităților reglării ciclului celular ar trebui să ofere cercetătorilor un instrument pentru a influența procesele de reglementare care pot preveni apariția ciclurilor de diviziune nedorite Identificarea proteinelor implicate în diferite aspecte ale ciclului celular prin ciclul celular va face posibilă întocmirea unei liste de posibile ținte pentru dezvoltarea medicamentelor anticancer În mod similar, căutarea genelor implicate în reglarea ciclului și utilizarea "amprentei" genetice va ajuta la identificarea predispoziției la un anumit tip de tumoră și la evaluarea posibilităților de intervenție farmacologică rezumat Ciclul celular este un lanț ordonat de evenimente care duc la duplicarea conținutului celular și la diviziunea celulară în două Evenimentele ciclului celular sunt reglementate în timp și spațiu O anumită ordine și acuratețe a cursului proceselor ciclului celular sunt asigurate de mecanisme speciale de monitorizare, cunoscute sub numele de puncte de control În cazul unor defecte în procesul de duplicare, punctele de control întârzie trecerea celulei prin ciclu, oferind o oportunitate de a corecta erorile Replicarea informațiilor genetice are loc în faza S, iar segregarea informațiilor are loc în faza de mitoză Ambele faze sunt separate prin faze de gol, G și G Această ordine a evenimentelor este stabilită de puncte de control și implementată de kinazele majore de reglare a ciclului celular, CDK Unele procese ale ciclului apar numai atunci când activitatea lui Cdkl scade (de exemplu, ansamblul complexului prereplicativ), în timp ce altele apar numai atunci când activitatea acestuia crește (intrarea în mitoză) Mediul potrivit pentru replicare este stabilit numai atunci când activitatea Cdkl este scăzută, iar procesul mitotic începe când activitatea kinazei este ridicată Intrarea în faza mitotică este finalizată după activarea completă a Cdkl, precum și a altor proteine kinaze Aceste kinaze reglează funcția mașinii de segregare a cromozomilor și anume fusul După atașarea bipolară a cromatidelor surori la mitotic spre fus la debutul anafazei, ele diverg și ulterior migrează către polii opuși ai fusului datorită alungirii sale Separarea cromatidelor surori în anafază necesită participarea ubiquitin ligazei, APC Activitatea Cdkl în anafază începe să scadă, ceea ce permite celulei să intre în faza S a următorului ciclu Semnalele externe determină dacă o celulă sănătoasă ar trebui să intre într-un ciclu de diviziune sau să intre într-o stare de nediviziune, de repaus Astfel de semnale depind de prezența nutrienților, interacțiunile intercelulare și, de asemenea, de prezența factorilor de creștere Procesele biochimice care sunt generate ca răspuns la semnale externe pot avea proprietăți stimulatoare sau inhibitorii În cele mai multe cazuri, acestea afectează punctul de tranziție de la perioada G la perioada S, care pentru majoritatea celulelor reprezintă punctul de control principal al ciclului Angajamentul celulei la intrarea în faza S, trecerea de la G la mitoză și debutul anafazei sunt controlate de punctele corespunzătoare care întârzie trecerea celulei prin ciclu dacă toate cerințele care asigură acuratețea trecerea evenimentelor ciclului nu sunt îndeplinite Defectele mecanismului de funcționare a punctului de control duc la persistența erorilor de duplicare în următoarea generație de celule și pot duce la proliferarea nereglementată și dezvoltarea cancerului Formarea tumorii este promovată de două tipuri de mutații: mutații inactivatoare ale genelor supresoare de tumori și mutații activatoare ale proto-oncogene O singură mutație cauzează rareori o tumoare, iar riscul de a dezvolta cancer crește atunci când într-o celulă sunt prezente mutații multiple care îi perturbă stabilitatea genetică Bibliografie Pentru studiul ciclului celular sunt folosite mai multe sisteme experimentale Revizuire Osmani, S A și Mirabito, R M , Impactul timpuriu al geneticii asupra înțelegerii noastre a reglării ciclului celular la Aspergillus nidulans Geneta fungică Biol v p - Cercetare Fantes, P şi Nurse, P , Controlul mărimii celulelor la diviziunea în drojdia de fisiune printr-un control al mărimii modulat de creştere asupra diviziunii nucleare Exp Cell Res n p - Hartwell, L, Culotti, J , Pringle, JR și Reid, BJ, Controlul genetic al ciclului de diviziune celulară la drojdie Știința v p - Hartwell, LH, Culotti, J și Reid, B , Controlul genetic al ciclului de diviziune celulară la drojdie I Detectarea mutanţilor Proc Natl Acad sci SUA v p - Johnson, RT și Rao, PN, Fuziunea celulelor de mamifere: Inducerea condensării premature a cromozomilor în interfaza nudei Natura n p - Lehner, CF și Lane, ME, Regulatorii ciclului celular în Drosophila: în aval și parte a deciziilor de dezvoltare / Cell Sci n (Pt ) str - Referințele Nurse, P , Controlul genetic al dimensiunii celulelor la diviziunea celulară în drojdie Natura n p - Nurse, P , Thuriaux, P și Nasmyth, K, Controlul genetic al ciclului de diviziune celulară în drojdia de fisiune Schizosaccharomyces pombe Mol Gen Genet v p - Nurse, P , și Bissett, Y , Gene necesară în G pentru angajamentul la ciclul celular și în G pentru controlul mitozei în drojdia de fisiune Natura v p - Rao, PN și Johnson, RT, Fuziunea celulelor de mamifere: studii privind reglarea sintezei și mitozei ADN Natura n p - Pentru trecerea ciclului celular, este necesară coordonarea între toate evenimentele sale Revizuire Elledge, SJ, Puncte de control ale ciclului celular: Prevenirea unei crize de identitate Știința n p - Ciclul celular reflectă activitatea ciclică a CDK-urilor Revizuire Hunt, T , Cyclins și partenerii lor: de la o idee simplă la realitate complicată Semin CellBiol v p - Minshull, J , Pines, J , Golsteyn, R , Standart, N , Mackie, S , Colman, A , Blow, J , Ruderman, JV, Wu, M și Hunt, T , Rolul sintezei, modificării și distrugerii ciclinei în controlul diviziunii celulare / Cell Sci Suppl v ora - Morgan, D O , Kinaze dependente de ciclină: motoare, ceasuri și microprocesoare Annu Rev celldev Biol v ora p m - Nurse, P , Mecanismul de control universal care reglează debutul fazei M Natura v p - Russo, AA, Jeffrey, PD și Pavletich, NP, Baza structurală a activării kinazei dependente de ciclină prin fosforilare Nat Struct Biol v p - Stern, B și Nurse, P , Un model cantitativ pentru controlul cdc al fazei S și mitozei în drojdia de fisiune Trends Genet v ora - Cercetare Beach, D , Durkacz, B , și Nurse, P , Genele de control al ciclului celular omoloage funcțional în drojdia de înmugurire și fisiune Natura v p - Brown, NR, Noble, ME, Lawrie, AM, Morris, MC, Tunnah, P , Divita, G , Johnson, LN și Endicott, JA, Efectele fosforilării treoninei asupra structurii kinazei dependente de ciclină şi activitate / Biol Chim n p - Evans, T , Rosenthal, ET, Youngblom, J , Distel, D și Hunt, T , Ciclină: O proteină specificată de ARNm matern în ouăle de arici de mare care este distrusă la fiecare diviziune de clivaj Celula v p - Gautier, J , Norbury, C , Lohka, M , Nurse, P și Maller, J , Factorul purificat de promovare a maturării conține produsul unui omolog Xenopus al genei de control al ciclului celular de drojdie de fisiune cdc + Celula v p - Geng, Y , Yu, Q , Sicinska, E , Das, M , Schneider, JE, Bhattachaiya, S , Rideout, W M , Bronson, RT, Gardner, H și Sicinski, P , Ablația ciclinei E la șoarece Celula v p - Jeffrey, PD, Russo, AA, Polyak, K , Gibbs, E , Hurwitz, J , Massague, J și Pavletich, NP, Mecanismul de activare a CDK dezvăluit de structura unui complex ciclinA-CDK Natura v p - Lee, MG și Nurse, P , Complementare utilizată pentru a clona un om omolog uman al genei de control al ciclului celular de drojdie de fisiune cdc Natura n p - Lohka, MJ, Hayes, MK și Maller, J L, Purification of maturation-promoting factor, an intracelular regulator of early mitotic events Proc Natl Acad sci SUA v p - Nurse, P , Masui, Y și Hartwell, L, Înțelegerea ciclului celular Nat Med v p - Parisi, T , Beck, AR, Rougier, N , McNeil, T , Lucian, L, Werb, Z și Amati, B , Ciclinele El și E sunt necesare pentru endoreplicarea în celulele gigant trofoblast placentare EMBO J v p - Rosenthal, E T , Brandhorst, B P și Ruderman, JV, Modificări mediate translațional ale modelelor de sinteză a proteinelor în timpul maturării ovocitelor de stele de mare dev Biol, v p - Schulman, BA, Lindstrom, D L, și Harlow, E , Recrutarea substratului la kinaza dependentă de ciclină de către un site de andocare multifuncțional pe ciclină A Proc Natl Acad sci SUA v p -Yu Activitatea complexelor CDK-ciclină este reglată în diferite moduri Revizuire Coleman, T R și Dunphy, W G , Factori de reglementare Cdc Curr Opinează CellBiol v p - Deshaies, RJ, Fosforilarea și proteoliza: Parteneri în reglarea diviziunii celulare în drojdia în devenire Curr Opinează Genet dev v p - Harper, JW și Elledge, SJ, Rolul Cdk în funcția CAK, o retro-retrospectivă Gene Dev v ora - Nurse, P , Mecanismul de control universal care reglează debutul fazei M Natura v p - Pavletich, NP, Mecanisme de reglare a kinazei dependente de ciclină: structuri ale Cdks, activatorii lor de ciclină și inhibitori Cip și INK J Mol Biol n p - Pines, J , Controlul patru-dimensional al ciclului celular Nat CellBiol n p E -E Sherr, CJ și Robens, JM, Inhibitori CDK: regulatori pozitivi și negativi ai progresiei fazei G Gene Dev v ora p m - Tyers, M și Jorgensen, P , Proteoliza și ciclul celular: cu acest INEL te distrug Curr Opinează Genet dev v ora : - Cercetare Gould, KL și Nurse, P , Fosforilarea tirozinei a protein kinazei cdc + de drojdie de fisiune reglează intrarea în mitoză Natura n p - Russo, AA, Jeffrey, PD, Patten, AK, Massague, J și Pavletich, NP, Structura cristalină a inhibitorului kinazei dependente de ciclină p Kipl legat de complexul ciclin A-Cdk Natura v p - Celulele pot ieși din ciclu și reintră în el Revizuire Blagosklonny, M V și Pardee, A V , Punctul de restricție al ciclului celular Ciclul celular v p - CAPITOLUL Reglarea ciclului celular Campisi, J , Celulele senescente, supresia tumorii și îmbătrânirea organismului: cetățeni buni, vecini răi Celula n p - Deshaies, RJ, Fosforilarea și proteoliza: Parteneri în reglarea diviziunii celulare în drojdia în devenire Curr Opinează Genet dev v p - Elion, EA, Răspunsul feromonilor, împerecherea și biologia celulară Curr Opinează microbiol n p - Cercetare Nash, P , Tang, X , Orlicky, S "Chen, Q , Gertler, FB, Mendenhall, MD, Sicheri, F , Pawson, T și Tyers, M , Multisite phosphorylation of a CDK inhibitorul stabilește un prag pentru declanșarea replicării ADN-ului Natura v p - Intrarea celulei în ciclu este un proces atent reglat Revizuire Sherr, C J , Cicline de tip D Tendințe Biocbem sci v p - Stevens, C și La Thangue, NB, Un nou rol pentru E F- în controlul punctelor de control Ciclul celular v p - Procesul de replicare a ADN-ului necesită asamblarea ordonată a complexelor proteice Revizuire Beli, S P și Dutta, A , Replicarea ADN-ului în celulele eucariote Annu Rev biocbem v p - Diffley, JF, Reglarea evenimentelor timpurii în replicarea cromozomilor Curr Biol v ora p m R -R Fangman, WL și Brewer, BJ, O chestiune de timp: originile de replicare a cromozomilor eucarioți Celula v p - Forsburg, SL, Proteine MCM eucariote: dincolo de inițierea replicării microbiol Mol Biol Rev v p - , tabel Gilbert, DM, Înțelegerea originilor replicării ADN-ului eucariotic Știința v p - Gilbert, DM, Timpul de replicare și controlul transcripțional: Dincolo de cauză și efect Curr Opinează Biol celular n ora p m - Johnston, LH, Masai, H și Sugino, A , Mai întâi CDK-urile, acum DDK-urile Trends Cell Biol v p - Newlon, CS, Replicarea și segregarea cromozomilor de drojdie microbiol Rev v p - Cercetare Beli, SP, Kobayashi, R și Stillman, B , Funcții complexe de recunoaștere a originii drojdiei în tăcere a transcripției și replicarea ADN-ului Știința v p - Hardy, CF, Dryga, O , Seematter, S , Pahl, PM și Sclafani, RA, mcm /cdc -bobl ocolește cerința pentru activatorul de fază S Cdc p Proc Natl Acad sci SUA v p - Intrarea celulelor în mitoză este controlată de mai multe protein kinaze Revizuire Barr, F A , Sillje, H H și Nigg, E A , Polo-like kinazes and the orchestration of cell division Nat Rev Mol Biol celular n p - Blagden, SP și Glover, DM, Expediții polare - furnizarea centrozomului pentru mitoză Nat Biol celular v p - Carmena, M și Earnshaw, WC, Geografia celulară a kinazelor aurore Nat Rev Mol Biol celular v p - Meraldi, P , Honda, R și Nigg, EA, Aurora kinazele leagă segregarea cromozomilor și diviziunea celulară la susceptibilitatea cancerului Curr Opinează Genet dev v ora p m - Morgan, D O , Kinaze dependente de ciclină: motoare, ceasuri și microprocesoare Annu Rev CellDev Biol v ora p m - Nigg, EA, Kinazele mitotice ca regulatori ai diviziunii celulare și punctele sale de control Nat Rev Mol Biol celular v p - Nigg, EA, Țintele proteine kinazelor dependente de ciclină Curr Opinează CellBiol v p - O'Connell, MJ, Krien, MJ și Hunter, T , Nu spune niciodată niciodată Protein kinazele legate de NIMA în controlul mitotic Tendințe CellBiol v ora p m - O'Farrell, PH, Declanșarea trecerii totul sau nimic în mitoză Trends Cell Biol v ora - Cercetare Chan, CS și Botstein, D , Izolarea și caracterizarea mutanților cu creșterea și creșterea ploidiei cromozomilor în drojdie Genetica v p - Elia, A , Rellos, P , Haire, L, Chao, J , Ivins, F , Hoepker, K, Mohammad, D , Cantley, L, Smerdon, S și Yaffe, M , Baza moleculară pentru țintirea substratului fosfodependent și reglarea Plks de către domeniul Polo-box Celula v p Llamazares, S , Moreira, A , Tavares, A , Girdham, C , Spruce, BA, Gonzalez, C , Karess, RE, Glover, DM și Sunkel, C E , polo codifică un omolog protein kinazei necesare pentru mitoză la Drosophila GenesDev v p - Osmani, AH, McGuire, SL și Osmani, SA, Activarea paralelă a proteine kinazelor reglate de ciclul celular NIMA și p cdc este necesară pentru a iniția mitoza la A nidulans CellN p - Sillje, HH și Nigg, EA, Transducția semnalului Captarea polo kinazei Știința v USD - În timpul mitozei apar multe modificări morfologice Revizuire Carmena, M și Earnshaw, W C , Geografia celulară a kinazelor aurore Nat Rev Mol Biol celular v p - Engqvist-Goldstein, AE și Drubin, DG, Asamblarea actinei și endocitoza: de la drojdie la mamifere Annu Rev celldev Biol n p m - Meraldi, P , Honda, R și -Nigg, EA, Aurora kinazele leagă segregarea cromozomilor și diviziunea celulară la susceptibilitatea cancerului Curr Opinează Genet dev v ora p m - Nigg, EA, Blangy, A și Lane HA, Modificări dinamice în arhitectura nucleară în timpul mitozei: despre rolul fosforilării proteinelor în asamblarea fusului și segregarea cromozomilor Exp Cell Res v p - Cercetare Heald, R și McKeon, F , Mutații ale situsurilor de fosforilare în lamina A care împiedică dezasamblarea laminei nucleare în mitoză Celula v p - Jiang, W , Jimenez, G , Wells, NJ, Hore, TJ, Wahl, GM, Hunter, T și Fukunaga, R , PRC : O proteină substrat CDK asociată fusului mitotic uman necesară pentru citokineză Mol CellN p - Referințele Lowe, M , Rabouille, C , Nakamura, N , Watson, R , Jackman, M , Jămsă, E , Rahman, D , Pappin, DJ și Warren, G , Cdc kinaza direct fosforilează proteina matricei cis-Golgi GM și este necesară pentru fragmentarea Golgi în mitoză Celula v p - Peter, M , et al , Dezasamblarea in vitro a laminei nucleare și fosforilarea specifică fazei M a laminelor de către cdc kinaza Celula n p - Uchiyama, K , Jokitalo, E , Lindman, M , Jackman, M , Kano, F , Murata, M , Zhang, X și Kondo, H , Localizarea și fosforilarea p sunt importantă pentru dezasamblarea-asamblarea Golgi în timpul ciclului celular / Biol celular v p - Procesele de condensare și segregare a cromozomilor în mitoză depind de proteinele condensină și coezina Revizuire Harper, JW, Burton, JL și Solomon, M J , Complexul de promovare a anafazei: nu mai este doar pentru mitoză GenesDev v ora p m - Hirano, T , Mecanica cromozomală mediată de SMC: o schemă conservată de la bacterii la vertebrate? Gene Dev v ora p m - Hirano, T , Condensins: Organizing and segregating the genome Curr Biol v ora p m R -R Nasmyth, K și Haering, C H , Structura și funcția complexelor SMC și kleisin Annu Rev Biochim n p - Peters, JM, Complexul de promovare a anafazei: Proteoliza în mitoză și nu numai Mol Celula n p - Pines, J , și Rieder, CL, Re-stadializare mitoză: o viziune contemporană a progresiei mitotice Nat Biol celular n p E -E Cercetare Ciosk, R , și colab , Un complex ESP /PDS reglează pierderea coeziunii cromatidei surori la tranziția metafază la anafază în drojdie Celula v p - Cohen-Fix, O , Peters, JM, Kirschner, MW și Koshland, D , Inițierea anafazei în Saccharomyces cerevisiae este controlată de degradarea dependentă de APC a inhibitorului de anafază Pdslp GenesDev v ora : - Funabiki, H , Yamano, H , Kumada, K , Nagao, K , Hunt, T și Yanagida, M , Proteoliza Cut necesară pentru separarea cromatidelor soră în drojdia de fisiune Natura v p - Kimura, K , Hirano, M , Kobayashi, R și Hirano, T , Fosforilarea și activarea condensinei S de către Cdc in vitro Știința v p - Shirayama, M , și colab , APCCDC promovează ieșirea din mitoză prin distrugerea inhibitorului de anafază Pdsl și ciclina Clb Natura v p - Sutani, T , Yuasa, T , Tomonaga, T , Dohmae, N , Takio, K și Yanagida, M , Complexul de condensare a drojdiei de fisiune: rolurile esențiale ale subunităților non-SMC pentru condensare și fosforilarea Cdc de Cut /SMC GenesDev v ora p m - Uhlmann, F , Lottspeich, F și Nasmyth, K , Separarea cromatidelor soră la debutul anafazei este promovată prin scindarea subunității cohesinei Sccl Natura v p - Uhlmann, F , Wernic, D , Poupart, MA, Koonin, EV și Nasmyth, K , Scindarea coezinei de către separina protează a clanului CD declanșează anafaza în drojdie Celula v p - Waizenegger, IC, Hauf, S , Meinke, A și Peters, JM, Două căi distincte îndepărtează cohesina mamiferelor din brațele cromozomilor în profază și din centromerii în anafază Celula v p - Pentru a ieși din mitoză din celulă sunt necesare alte procese în afară de proteoliza ciclinei Revizuire Bardin, A J și Amon, A , Bărbații și păcatul: care este diferența? Nat Rev Mol Biol celular v p - Ceulemans, H și Bollen, M , Diversitatea funcțională a proteinei fosfatazei- , un economizor celular și butonul de resetare fiziol Rev v p - Farr, KA și Cohen-Fix, O , Tranziția din metafază la anafază: Un caz de distrugere productivă EURO J Biochim n p - Janssens, V , și Goris, J , Fosfataza proteică A: o familie foarte reglementată de serină/treonin fosfataze implicate în creșterea și semnalizarea celulelor Biochim ] v p - McCollum, D și Gould, KL, Timing is everything: Reglarea ieșirii mitotice și a citokinezei de către MEN și SIN Trends Cell Biol v ora - Trautmann, S și McCollum, D , Ciclul celular: noi funcții pentru fosfatazele familiei Cdc Curr Biol v ora R -R Cercetare Champion, A , Jouannic, S , Guillon, S , Mockaitis, K , Krapp, A , Picaud, A , Simanis, V , Kreis, M și Henry, Y , AtSGPl, AtSGP și MAP K alfa sunt proteine vegetale nucleolare care pot completa mutanții de drojdie de fisiune lipsiți de o cale funcțională SIN / Cell Sci v p - Gromley, A , Jurczyk, A , Sillibourne, J " Halilovic, E , Mogensen, M , Groisman, I , Blomberg, M și Doxsey, S , A novei human protein of the maternal centriol este necesar pentru etapele finale ale citokinezei și intrarea în faza S / Biol celular n p - Holloway, SL, şi colab , Anafaza este iniţiată mai degrabă prin proteoliză decât prin inactivarea MPF Celula v p - Moli, T , Tebb, G , Surana, U , Robitsch, H și Nasmyth, K , Rolul fosforilării și al proteinei kinazei CDC în importul nuclear reglat de ciclul celular al transcripției cerevisiae factorul SWI Celula v p - Surana, U , Amon, A , Dowzer C , McGrew, J , Byers, B , și Nasmyth, K , Distrugerea kinazei mitotice CDC /CLB nu este necesară pentru tranziția metafază la anafază în drojdia în devenire EMBOJ v ora - Visintin, R , Craig, K , Hwang, ES, Prinz, S , Tyers, M și Amon, A , Fosfataza Cdc declanșează ieșirea mitotică prin inversarea fosforilării dependente de Cdk Mol Celula v p - Zachariae, W , Schwab, M , Nasmyth, K și Seufert, W , Controlul ubiquitinării ciclinei prin legarea reglată de CDK a Hctl la complexul de promovare a anafazei Știința v p - CAPITOLUL Reglarea ciclului celular Punctele de control coordonează diferite procese ale ciclului celular Revizuire Hartwell, L H și Weinert, T A , Puncte de control: controale care asigură ordinea evenimentelor ciclului celular Știința n p - Cercetare Weinert, TA și Hartwell, LH, Gena RAD controlează răspunsul ciclului celular la deteriorarea ADN-ului în cerevisiae Știința v p - Punctele de control pentru replicare și deteriorarea ADN-ului verifică în mod constant defecte în metabolismul acestuia Revizuire Bartek, J și Lukas, J , Puncte de control ale fazei Gl și S a mamiferelor ca răspuns la deteriorarea ADN-ului Curr Opinează Biol celular v ora p m - Bassing, C H și Alt, FW, H AX poate funcționa ca o ancoră pentru a ține capetele de ADN cromozomial rupte în imediata apropiere Ciclul celular v b p - Donzelli, M și Draetta, GF, Reglarea punctelor de control la mamifere prin inactivarea Cdc EMBO Rep v p - Fei, P și El-Deiry, WS, P și răspunsuri la radiații Oncogene v p - Lavin, MF și Shiloh, Y , Ataxia-telangiectasia: O tulburare genetică cu mai multe fațete asociată cu transducția defectuoasă a semnalului Curr Opinează Imunol n p - Lukas, C , Bartek, J și Lukas, J , Imagistica mișcării proteinelor induse de rupere cromozomială: leziunile mici "locale" prezintă mari provocări "globale" Cromozomul p Lukas, J , Lukas, C și Bartek, J , Puncte de control ale ciclului celular de mamifere: căi de semnalizare și organizarea lor în spațiu și timp Repararea ADN-ului (Amst) v p - Sancar, A , Lindsey-Boltz, LA, Unsal-Kațmaz, K și Linn, S , Mecanismele moleculare ale reparației ADN-ului de mamifer și punctele de control pentru deteriorarea ADN-ului Annu Rev biocbem v p - Shiloh, Y , ATM și protein kinaze înrudite: salvgardarea integrității genomului Nat Rev Cancer v p - Cercetare Garvik, B , Carson, M și Hartwell, L , ADN-ul monocatenar care apare la telomeri în mutanții cdcl poate constitui un semnal specific pentru punctul de control RAD Mol celulă Biol n ora p m - O'Driscoll, M , Ruiz-Perez, V L, Woods, CG, Jeggo, PA și Goodship, JA, O mutație de splicing care afectează expresia ataxiei-telangiectaziei și proteinei asociate cu Rad (ATR) are ca rezultat Seckel sindrom Nat Genet v p - Petrini, JH și Stracker, TH, Răspunsul celular la rupturile duble-catenari ale ADN-ului: definirea senzorilor și a mediatorilor Tendințe CellBiol v ora p m - Sandell, LL și Zakian, VA, Pierderea unui telomer de drojdie: Arestare, recuperare și pierderea cromozomilor Celula n p - Savitsky, K , Sfez, S , Tagle, DA, Ziv, Y , Sartiel, A , Collins, FS, Shiloh, Y și Rotman, G , Secvența completă a regiunii de codificare a Gena ATM dezvăluie similitudini cu regulatorii ciclului celular la diferite specii Zumzet Mol Genet v p - Tercero, JA, Longhese, MP, și Diffley, JF, Un rol central pentru bifurcile de replicare a ADN-ului în activarea și răspunsul punctului de control Mol Cellv ora - Wright, JA, Keegan, KS, Herendeen, DR, Bentley, NJ, Carr, AM, Hoekstra, MF și Concannon, P , Mutanții de protein kinază ai ATR uman cresc sensibilitatea la radiațiile UV și ionizante și abrogă punctul de control al ciclului celular Control Proc Natl Acad sci SUA v p - Xu, Y și Baltimore, D , Rolurile duble ale ATM în răspunsul celular la radiații și în controlul creșterii celulare Gene Dev v ora : - Punctul de control al ansamblului axului verifică atașarea corectă a cromozomilor la microtubuli Revizuire Kadura, S și Sazer, S , Erori mitotice SAC-ing: cum punctul de control al ansamblului fusului (SAC) joacă apărare împotriva segregării greșite a cromozomilor Cell Moții Citoscheletul v p - Millband, DN, Campbell, L și Hardwick, KG, Puterea uimitoare a sistemelor model multiple: Interpretarea naturii complexe a semnalizării punctului de control al axului Trends Cell Biol v ora - Musacchio, A și Hardwick, KG, Punctul de control al axului: Perspective structurale în semnalizarea dinamică Nat Rev Mol Cell Biol v ip - Nicklas, RB, Cum celulele obțin cromozomii potriviți Știința v p - Rieder, CL și Salmon, ED, Cinetocorul celulelor vertebrate și rolurile sale în timpul mitozei Trends Cell Biol v p - Shannon, K B și Salmon, ED, Dinamica cromozomilor: lumină nouă asupra funcției kinazei Aurora B Curr Biol v ora R -R Cercetare Cahill, DP, Lengauer, C , Yu, J , Riggins, GJ, Willson, JK, Markowitz, SD, Kinzler, KW și Vogelstein, B , Mutații ale genelor mitotice ale punctelor de control în cancerele umane Natura v p - Dobles, M , Liberal, V , Scott, ML, Benezra, R și Sorger, PK, Misegregarea cromozomilor și apoptoza la șoareci care nu au proteina mitotică a punctului de control Mad Celula v p - Fang, G , Yu, H , și Kirschner, MW, Proteina punct de control MAD și regulatorul mitotic CDC formează un complex ternar cu complexul de promovare a anafazei pentru a controla inițierea anafazei Gene Dev v ora - Hoyt, MA, Totis, L și Roberts, B T , Genele S cerevisiae necesare pentru oprirea ciclului celular ca răspuns la pierderea funcției microtubulilor Celula v p - Hwang, LH, Lau, LF, Smith, DL, Mistrot, CA, Hardwick, K G , Hwang, ES, Amon, A și Murray, AW, Drojdie în devenire Cdc : o țintă a punctului de control al fusului Știința v USD - Kim, SH, Lin, DP, Matsumoto, S , Kitazono, A și Matsumoto, T , Fission yeast Slp : un efector al punctului de control al fusului dependent de Mad Știința v USD - Li, R și Murray, AW, Controlul prin feedback al mitozei în drojdia în devenire Celula v p - Li, X și Nicklas, RB, Forțele mitotice controlează un punct de control al ciclului celular Natura v p - Referințele Michel, LS, Liberal, V , Chatterjee, A , Kirchwegger, R , Pasche, B , Gerald, W , Dobles, M , Sorger, PK, Murty, VV și Benezra, R , Haplo-insuficiența MAD provoacă anafază prematură și instabilitate cromozomală în celulele de mamifere Natura n p - Dereglarea ciclului celular poate duce la cancer Cercetare Hernando, E , et al , Inactivarea Rb promovează instabilitatea genomică prin decuplarea progresiei ciclului celular de controlul mitotic Natura v p - Kinzel, B , Hali, J , Natl, F , Weiler, J, și Cohen, D , Reglarea în jos a Husl de către oligonucleotidele antisens crește sensibilitatea celulelor de carcinom pulmonar uman la cisplatină Cancer v p - Weiss, RS, Leder, P , și Vaziri, C , Rolul critic pentru Husl de șoarece într-un punct de control al ciclului celular de deteriorare a ADN-ului în faza S Mol celulă Biol v p - Ce urmeaza? Revizuire Horak, C E și Snyder, M , Analiza globală a expresiei genelor în drojdie fond integrare Genomica v p - Pagano, M , și Benmaamar, R , Când distrugerea proteinelor se destramă, malignitatea este în libertate Celula canceroasă n p - Specht, K M și Shokat, K M , Puterea emergentă a geneticii chimice Curr Opinează Biol celular v ora p m - Spellman, PT, Sherlock, G , Zhang, MQ, lyer, VR Anders, K , Eisen, MB, Brown, PO, Botstein, D și Futcher, B , Identificarea cuprinzătoare a genelor reglate de ciclul celular ale drojdiei Saccharomyces cerevisiae prin hibridizare cu microarray Mol Biol Celula v p - Vodermaier, HC, APC/C și SCF: Controlul reciproc și ciclul celular Curr Biol v ora p m R -R Zhu, H , Bilgin, M și Snyder, M Proteomics Annu Rev Biochim v p - Cercetare Huh, W K, Falvo, J V, Gerke, L C, Carroll, AS, Howson, RW, Weissman, JS și O'Shea, EK, Analiza globală a localizării proteinelor în drojdia în devenire Natura n p - Lustig, KD, Stukenberg, PT, McGarry, TJ, King, RW, Cryns, V L, Mead, PE, Zon, L L, Yuan, J și Kirschner, MW, Screeningul expresiei în grup mic: identificare a genelor implicate în controlul ciclului celular, apoptoză și dezvoltarea timpurie Metode Enzimol n p - McGarry, TJ, și Kirschner, MW, Geminina, un inhibitor al replicării ADN-ului, este degradată în timpul mitozei Celula n p - Rustici, G , Mata, J , Kivinen, K , Li, P , Penkett, CJ, Burns, G , Hayles, J , Brazma, A , Nurse, P și Buhler, J , Program periodic de expresie a genelor a ciclului celular de drojdie de fisiune Nat Genet v p - CAPITOLUL Reglarea ciclului celular apoptoza Dr Douglas R Green Șef al Departamentului de Imunologie Spitalul de Cercetare pentru Copii St Jude, Memphis, TH Aceste fotografii arată celulele HeLa care intră în apoptoză Celulele au fost tratate cu un agent citotoxic pentru a induce apoptoza și au fost fotografiate la fiecare oră după aceea (de la stânga la dreapta, de sus în jos) Fotografiile sunt rezultatul unei suprapuneri de imagini realizate la microscoape cu contrast de fază și fluorescență Pentru a detecta eliberarea fosfatidilserinei din celule, culturile au conținut anexări V-FITC (zone evidențiate în verde), iar încălcarea integrității membranei plasmatice a fost determinată folosind iodură de propidiu Fotografie prin amabilitatea lui Nigel J Waterhouse Centrul Peter McCallum pentru Cercetarea Cancerului REZUMATUL CAPITOLULUI Introducere Caspazele reglează apoptoza prin scindarea unor substraturi specifice Caspazele efectoare sunt activate la scindare, în timp ce caspazele inițiatoare sunt activate la dimerizare Unii inhibitori proteici ai apoptozei (IAP) blochează acțiunea caspazelor Unele caspaze funcționează în inflamație Semnalul extern la apoptoză este transmis prin receptorii de moarte celulară Apoptoza indusă prin legarea la receptorii TNFR este complexă Calea mitocondrială a apoptozei Proteinele aparținând familiei BcL- sunt implicate în creșterea MOMP și apoptoză și servesc, de asemenea, ca regulatori ai acestor procese Pentru a crește MOMP, este necesară prezența proteinelor Bcl- multidomaine, Bax și Bac Activarea Bax și Bac este controlată de alte proteine din familia BcL- Citocromul c, eliberat cu o creștere a MOMP, induce activarea caspazei Unele proteine eliberate de MOMP crescute blochează IAP-urile În timpul apoptozei cu participarea receptorilor de moarte celulară, poate apărea o creștere a MOMP, asociată cu scindarea proteinei BH Bid MOMP poate induce moartea celulară independentă de caspază O creștere a MOMR poate fi cauzată de o ruptură a membranei mitocondriale exterioare Multe date despre mecanismul apoptozei au fost obținute pe nematodul C elegans Apoptoza la insecte are caracteristici care o deosebesc de acest proces la mamifere și nematode Interacțiunile intercelulare sunt necesare pentru a elimina celulele apoptotice Apoptoza joacă un rol în dezvoltarea bolilor precum infecțiile virale și cancerul Celulele apoptotice dispar, dar amintirea lor rămâne în organism Ce urmeaza? rezumat Bibliografie Introducere Puncte cheie • Moartea celulară programată este un proces de dezvoltare care se realizează de obicei prin mecanismul apoptozei • Apoptoza este, de asemenea, o formă de moarte celulară care apare sub influența diverșilor factori Apoptoza joacă un rol în homeostazia celulară normală, suprimarea creșterii tumorii și în dezvoltarea altor boli • Majoritatea celulelor de mamifere conțin molecule implicate în procese care provoacă apoptoza, iar aceste procese sunt activate sub acțiunea unor stimuli corespunzători În timpul dezvoltării mamiferelor, unele celule mor În embriogeneză, metamorfoză și în procesele de homeostazie a țesuturilor, celulele sunt aruncate, a căror existență ulterioară, din anumite motive, motivele au devenit indezirabile Acest proces se numește moarte celulară programată și este de obicei realizat prin mecanismul apoptozei De exemplu, în timpul dezvoltării membrelor la vertebrate, ca urmare a morții celulare selective, septurile interdigitale sunt îndepărtate, iar degetele de pe picioarele din față și din spate sunt "moldate" ( ) Deși în În cele mai multe cazuri, moartea programată are loc prin mecanismul apoptozei; ambele forme de moarte celulară nu sunt concepte identice Moartea celulară programată are loc în principal la un anumit punct al dezvoltării, în timp ce apoptoza este determinată de caracteristicile morfologice ale celulei care moare În timpul apoptozei, celula devine mai densă, membrana plasmatică vacuolizează, nucleul și celula însăși par adesea fragmentate, iar cromatina se condensează ( ) În cele din urmă, celula moartă poate deveni Pe preparatele tisulare ale membranelor interdigitale sunt vizibile celulele moarte (cu nuclei de culoare închisă) Această formă de moarte este caracteristică apoptozei Fotografii prin amabilitatea lui Pierre Golstein Centrul de Imunologie Reproduce din Current Biology, voi , Chautan, M , et al Moartea celulelor interdigitale , pp - (r) Elsevier CAPITOLUL Apoptoza gui ig l În timpul apoptozei, structura celulei se modifică O celulă normală este afișată în stânga În dreapta este o celulă apoptotică; fragmentele miezului condensat sunt marcate cu săgeți galbene Fotografie prin amabilitatea lui Shigekatsu Nagata, Facultatea de Medicină a Universității din Osaka în fragmente înconjurate de membrane care sunt captate de celulele din jur Moartea prin apoptoză nu se limitează la celulele care sunt programate să moară în timpul dezvoltării Alături de factorii de mediu, apoptoza poate fi indusă de diverși stimuli (Fig ) Acestea includ deficiența factorului de creștere, acțiunea glucocorticoizilor, deteriorarea ADN-ului de la radiații γ sau agenți chimioterapeutici, expunerea la compuși chimici care afectează citoscheletul sau perturbă funcția reticulului endoplasmatic, șocul cald și rece și multe alte efecte stresante asupra celulă Celulele care sunt aberante dintr-un motiv sau altul sunt, de asemenea, eliminate prin mecanismul apoptozei Celulele care s-au desprins de substrat mor, de asemenea, prin apoptoză, un proces numit anoikis ("fara adăpost") Limfocitele citotoxice ale sistemului imunitar atacă celulele țintă și declanșează apoptoza în ele Apoptoza este, de asemenea, cel mai important mecanism pentru îndepărtarea celulelor tumorale De exemplu- NORMAL CELULA Moartea celulelor după rănire • Leziuni ale ADN-ului • Lipsa factorilor de creștere sau a componentelor nutriționale; • Desprinderea de substrat • Atacul celulelor citotoxice apoptoza Moartea celulară programată - Celulă se umfla "Fragmentare^ ^ sâmburi , I "Cage" este ruptă I Se dezvoltă un răspuns inflamator eu Fragmentarea celulară Corpuri apoptotice I Captarea fragmentelor: nu se dezvoltă niciun răspuns inflamator Fagocit RIi z Leziunile celulare pot duce la necroză, care este în exterior diferită de apoptoză, deoarece necroza este caracterizată prin umflarea organelelor și ruperea membranei plasmatice, care nu este însoțită de condensarea cromatinei Introducere De exemplu, capacitatea p , o proteină supresoare tumorală, de a induce apoptoza este un proces cheie de protecție împotriva cancerului (vezi Mutațiile genelor care asigură stabilitatea genomului și repararea ADN-ului pot crește fundalul general al mutațiilor) Prin urmare, apoptoza este importantă nu numai pentru dezvoltarea țesuturilor, ci și pentru procesele de apărare imunitară și de îndepărtare a celulelor canceroase Cu toate acestea, apoptoza trebuie reglată cu atenție Activarea acestui proces la momentul nepotrivit poate duce la distrugerea țesuturilor, care este vizibilă în unele boli neurodegenerative și, ca urmare, la deteriorarea ischemică a creierului, inimii și altor organe Este important de menționat că nu în toate cazurile celulele mor prin mecanismul apoptozei De exemplu, ca urmare a acțiunii directe a ischemiei, celulele mor prin mecanismul necrozei În general, necroza apare atunci când o celulă este atât de grav deteriorată încât nu mai poate exista Diferențele dintre formele de moarte apoptotice și necrotice se manifestă în modelul morfologic caracteristic celulelor moarte După cum s-a menționat mai sus, celulele apoptotice par compactate și sunt caracterizate prin vezicule ale membranei, condensarea cromatinei și formarea de fragmente înconjurate de membrană care sunt înghițite de celulele învecinate (Fig k h) Adesea, în timpul apoptozei, fragmentarea ADN-ului este observată cu formarea unei "scări" caracteristice (Fig ) Spre deosebire de celulele apoptotice, celulele necrotice de obicei se umflă și nu prezintă semne de condensare a cromatinei O altă diferență importantă între necroză și apoptoză, în special la vertebrate, este că, spre deosebire de apoptoză, necroza dezvoltă un răspuns inflamator Prin urmare, moartea apoptotică este adesea numită moarte "tăcută" Fragmentarea ADN-ului are loc în celulele care suferă apoptoză Fotografie prin amabilitatea lui Shigekatsu Na-gata, Facultatea de Medicină a Universității din Osaka Apoptoza este o proprietate a celulelor animale Majoritatea celulelor animale conţin molecule implicate în iniţierea apoptozei, iar căile de implementare a acesteia sunt activate sub acţiunea unor stimuli corespunzători Întrebarea existenței unui mecanism de implementare a apoptozei în alte organisme rămâne controversată Principalele procese moleculare care duc la apoptoză au fost descrise la vertebrate, insecte (în principal Drosopbila) și nematode (Caenorbabditis elegans) Multe procese cheie sunt foarte apropiate, deși rolul și funcționarea lor exactă pot diferi semnificativ În acest capitol, vom lua în considerare principalii efectori și inhibitori ai apoptozei Apoi discutăm despre modul în care sunt activați efectorii Genetica apoptozei va fi discutată pe baza datelor obținute de la C elegans și Drosopbila În concluzie, se va avea în vedere eliminarea celulelor moarte prin mecanismul fagocitozei, precum și rolul apoptozei în dezvoltarea stărilor patologice Caspazele reglează apoptoza prin descompunerea unor substraturi specifice Proteazele, numite "caspaze", sunt împărțite în trei grupe: inițiatoare, efectoare și implicate în inflamație Primele două tipuri de caspaze sunt asociate cu apoptoza Caracteristicile morfologice și biochimice ale celulelor apoptotice sunt determinate de acțiunea caspazelor efectoare asupra substraturilor corespunzătoare S-au găsit multe substraturi de caspaze, iar în unele cazuri se știe ce efecte celulare sunt cauzate de acestea clivaj Caspazele sunt proteaze specifice care conțin cisteină care atacă (clivează) substraturile după aspartat și reglează multe modificări celulare și biochimice în celulele apoptotice moarte În majoritatea celulelor de mamifere, caspazele se găsesc ca zimogeni inactivi; iar când apoptoza este activată, noua lor sinteză nu are loc Există trei tipuri principale de caspaze care au funcții diferite în celulă: efector, inițiator și implicat în inflamație (r -/- ) Efector caspazele (în primul rând caspazele- și - de vertebrate) sunt responsabile pentru scindarea multor proteine diferite pentru a efectua apoptoza De obicei, aceste caspaze scindează substraturi care au următoarele secvențe de aminoacizi în structura lor: Asp-Xaa-Xaa-Asp/Gly, Asp-Xaa-Xaa-Asp/Ser sau Asp-Xaa-Xaa-Asp/АІа și Xaa - orice aminoacid) S-a stabilit că celulele de mamifere conțin aproximativ de substraturi de caspază, deși consecințele clivajului majorității dintre ele sunt necunoscute În unele cazuri, despicarea substratului are un efect op- CAPITOLUL Apoptoza STRUCTURA GENERALĂ Prodomeniu - Folia morții Locul de clivaj Site activ Locul de clivaj MARE subunitatea PROTEASE SUBUNITATI Mici I subunitate / Schema structurii diferitelor tipuri de caspaze din celulele vertebratelor De remarcat existența unor prodomenii și regiuni de interacțiuni proteină-proteină în caspazele inițiatoare și cele implicate în procesele inflamatorii Domeniul efector al morții celulare (DED); domeniul de mobilizare a caspazei (CARD) rol în apoptoză și provoacă modificări asociate cu această formă de moarte celulară În alte cazuri, clivajul substratului nu este legat de apoptoză și joacă un rol "concomitent" Fragmentarea ADN-ului observată în timpul apoptozei este rezultatul scindării unuia dintre substraturile caspazei Una dintre DNazele celulare (CAD = ozspase-dependent DNase) se găsește în celulă ca un complex cu un inhibitor, iCAD De fapt, sub acțiunea unui inhibitor, CAD este pliat într-un complex, iar activitatea sa apare numai atunci când iCAD este scindat de caspaza efectoră CAD activ începe să scindeze ADN-ul în locurile cele mai accesibile dintre nucleozomi, ceea ce duce la degradarea sa caracteristică, sub forma unei "scări", observată în timpul apoptozei Celulele fără CAD sau iCAD nu prezintă acest model de clivaj ADN-ului la apoptoză Substratul pentru caspazele efectoare este kinaza cu lanț ușor de miozină, ROCK- Cu toate acestea, în acest caz, enzima este activată în timpul clivajului În mod similar, caspazele efectoare scindează și activează o altă enzimă, gelsolina Ambele enzime provoacă modificări ale citoscheletului, rezultând în ceea ce face ca în celulă să se dezvolte "bule" caracteristice apoptozei (pentru mai multe detalii despre reglarea funcțiilor citoscheletului, vezi Lungimea filamentelor de actină este reglată prin acoperirea proteinelor) Deși fiecare reacție de scindare a substratului catalizată de caspază poate provoca trăsăturile caracteristice ale apoptozei, nu s-a demonstrat că oricare dintre substraturi, sau chiar un grup dintre acestea, este direct implicat în moartea celulei La urma urmei, caspazele pot induce apoptoza prin scindarea multor substraturi diferite și, în prezent, moartea celulară datorată activării caspazei nu poate fi blocată în mod eficient de niciunul dintre seturile cunoscute de substraturi specifice Pot exista multe substraturi care cauzează moartea (ceea ce pare probabil), sau pur și simplu nu ne-am dat seama care altele sunt cele mai importante În același timp, inhibitorii farmacologici de caspază, cum ar fi valina-alanina-aspartat-fluormetil cetona (VAD-fmk), blochează manifestările celulare și biochimice ale apoptozei și, în unele cazuri, previn chiar moartea celulelor (dar nu toate; vezi MOMP) poate provoca celule moarte independente de caspază) Caspazele reglează apoptoza prin scindarea unor substraturi specifice Caspaze efectoare sunt activate la clivaj, în timp ce inițiatorul caspazele sunt activate în timpul dimerizării • Pentru a activa caspazele efectoare, este necesară și suficientă scindarea lor în anumite locuri • Această scindare are loc de obicei cu participarea caspazelor inițiatoare Activarea caspazelor inițiatoare implică proteine adaptoare care conțin domenii numite pliuri de moarte și capabile să interacționeze cu alte proteine Caspazele efectoare de mamifere, caspazele- și - , precum și o altă caspază- , sunt prezente în celule sub formă de zimogeni, care sunt dimeri inactivi Activarea caspazelor efectoare are loc atunci când zimogenii sunt scindați la un loc specific acolo, conținând reziduuri de aspartat Între aceste situsuri se află subunitatea mare (conținând dimerul cisteină-histidină, care este locul activ) și subunitatea mică (conținând regiunea specifică enzimei) a caspazei active active În timpul scindării zimogenului, dimerul catalitic cisteină-histidină necesar pentru activitatea proteazei se apropie de regiunea care leagă temporar substratul Reziduul de arginină, marcat cu un "R" pe , este necesar pentru legarea la aspartat în substrat și pentru a efectua clivaj proteolitic Astfel, scindarea caspazei efectoare permite formarea unui situs activ în enzima activă matură Una dintre proteazele capabile să activeze scindarea caspazelor efectoare se numește granzima B Se găsește în granulele limfocitelor citotoxice (celule T citotoxice și celule natural killer) Când o celulă țintă (de exemplu, celulele infectate cu un virus) este atacată de limfocitele citotoxice, granzima B este eliberată în citoplasma sa Granzima B poate activa direct efectorul FORMA INACTIVA FORMA ACTIVA Subunitate mică subunitate MARE subunitate MARE Subunitate mică h Cele două figuri de sus arată structura caspazei- înainte (stânga) și după (dreapta) scindare care duce la activarea enzimei C (cisteină) și H (histidină) sunt localizate în zona situsului catalitic, iar R (arginina) este localizată în locul responsabil pentru specificitate, unde are loc legarea aspartatului a moleculei substratului Rețineți că după clivaj, R ocupă o nouă poziție, mai aproape de cisteină și histidină Mai jos sunt cadre de animație care ilustrează procesul de activare a caspazei efectoare Se arată cum clivajul duce la formarea de situsuri active de protează Modelele structurale sunt construite în conformitate cu Protein Data Bank fîles GQF și CAPITOLUL Apoptoza Activarea caspazelor inițiatoare are loc atunci când moleculele adaptoare se leagă de acestea, ceea ce duce la formarea de dimeri ("proximitate indusă"), permițând formarea de situsuri active de protează Acum, caspaza inițiatoare activă este capabilă să scindeze și să activeze caspazele efectoare caspaza și induc apoptoza în celula țintă Cu toate acestea, această cale nu este singura modalitate de a induce apoptoza cu participarea acestei proteaze (vezi În apoptoza care implică receptorii de moarte celulară, poate apărea o creștere a MOMP, asociată cu scindarea proteinei BH Bid\ În mod similar, când este scindată de caspazele active- și - În timpul apoptozei, caspaza- este activată Aceasta lasă problema modului în care caspazele- și - sunt de obicei activate În majoritatea cazurilor de apoptoză, scindarea acestor caspaze efectoare are loc sub acțiunea unui alt set proteaze, caspaze "inițiatoare" Activarea caspazelor efectoare sub acțiunea caspazelor inițiatoare determină natura diferitelor căi de apoptoză și le coordonează Spre deosebire de caspazele efectoare, caspazele inițiatoare (caspaze- , - , - și - la mamifere) se găsesc în celule sub formă de monomeri inactivi Scindarea acestor monomeri nu formează situsuri active în proteaze În schimb, activarea caspazelor inițiatoare are loc atunci când doi monomeri se combină pentru a forma un dimer, în care se formează apoi situsuri active (^^ ) Odată ce dimerul s-a format, următorul Domeniul efector al morții celulare (DED), domeniul de mobilizare a caspazei (CARD), domeniul morții (DD) și domeniul pirinei (neprezentat) au structuri similare Toate aceste domenii sunt denumite prin termenul general "pliuri ale morții" Pliurile morții funcționează în proteine ca regiuni ale interacțiunilor proteină-proteină și tind să interacționeze cu regiuni similare structural ale altor molecule Structurile sunt construite folosind date din fișierele Protein Data Bank DDF, E și CY Caspazele efectoare sunt activate la clivaj, în timp ce caspazele inițiatoare scindarea la locurile care conțin reziduuri de aspartat determină stabilizarea acestuia Acest mecanism de activare datorat dimerizării se numește convergență indusă Caspazele inițiatoare conțin prodomenii mari (vezi figurile și ), care conțin secvențe caracteristice interacțiunilor proteină-proteină Acestea includ domeniul de mobilizare a caspazei (CARD), domeniul efector al morții (DED) și domeniul pirinei (PYR) (Acesta din urmă este absent din prodomeniul caspazelor inițiatoare de mamifere, dar se găsește într-o caspază inițiatoare de pește, precum și în alte proteine ) În mod colectiv, ele sunt numite "pliuri ale morții" ȘI sunt structural apropiate unele de altele (FIG ) Prodomeniul unei caspaze inițiatoare specifice interacționează cu o moleculă adaptor specifică Aceasta determină natura căii de apoptoză De obicei, interacțiunea are loc cu un domeniu similar (de exemplu, CARD-CARD, DED-DED) Două astfel de căi de apoptoză au fost studiate în detaliu: prin receptorii de moarte celulară și prin calea mitocondrială (vezi Fig și Semnalul extern către apoptoză este transmis prin receptorii de moarte celulară și calea mitocondrială a apoptozei ) OREZ XIAP se leagă de caspazele- ,- și - și inhibă activitatea acestora Este prezentată structura produsului interacțiunii XIAP cu caspaza- Structura este construită conform datelor din fișierul ISO Protein Data Bank Unii inhibitori proteici ai apoptozei (IAP) blochează acțiunea caspazelor Puncte cheie Inhibitorii proteici ai apoptozei includ un grup de proteine cu funcții diferite; unele dintre ele se leagă de caspaze, inhibându-le Ele induc, de asemenea, degradarea caspazelor de către proteazomi Din moment ce caspazele efectoare sunt activate la scindare și deoarece sunt capabile să se scindeze și să se activeze reciproc, orice activitate proteolitică intracelulară a caspazelor poate crește rapid, inducând apoptoza Prin urmare, este important să existe mecanisme care să limiteze pericolul potențial al activării "accidentale" a caspazelor în celulele care nu au primit semnal de moarte Primul inhibitor proteic al apoptozei (IAP) a fost găsit într-un virus de insecte (baculovirus); a prevenit apoptoza în celulele infectate Ideea că virușii codifică proteine care blochează procesul de apoptoză va fi discutată mai detaliat mai târziu în acest capitol Ulterior, proteine omoloage ca compoziție au fost găsite și la alte organisme, inclusiv la mamifere Multe dintre aceste proteine, în ciuda numelui și organizării domeniului lor, au funcții care nu au legătură cu reglarea apoptozei Cu toate acestea, unele IAP, inclusiv X-linked IAP (XIAP) găsite la mamifere, sunt inhibitori puternici caspaza, în special caspaza inițiatoare- și caspaza efectora- și - La domnișoara este prezentată structura XIAP asociată cu caspaza- (pentru mai multe despre IAP, vezi Apoptoza la insecte are caracteristici care o deosebesc de acest proces la mamifere și nematode) Molecula IAP conține domenii numite repetări IAP de baculovirus (BIR) și, de asemenea, domeniul RING al degetului caracteristic tipic IAP-urile care conțin domeniul RING, inclusiv XIAP, funcționează, de asemenea, ca ligaze de ubiquitin E , iar XIAP se poate ucide în mod eficient pe sine și țintele sale de caspază și apoi le poate degrada în proteazomi Prin urmare, activarea caspazei nu duce neapărat la apoptoză dacă activitatea sa este inhibată și enzima este în cele din urmă degradată de IAP Cu toate acestea, în ciuda activității puternice anti-caspaze a XIAP, șoarecii cu deficit de această proteină inhibitoare se dezvoltă normal și nu prezintă defecte asociate cu apoptoza Prin urmare, semnificația XIAP în controlul apoptozei (și rolul său de reglare) rămâne neclară CAPITOLUL Apoptoza Caspaza- , care este esențială pentru procesarea și secreția de interleukine-ip și , este activată de un complex care include încă o caspază (caspază- ) și două molecule adaptoare (ASC și NALP) Fiecare dintre aceste proteine este conectată la celelalte prin interacțiuni proteină-proteină Au fost descrise mai multe inflamații diferite, dar toate sunt similare cu modelul prezentat Unele caspaze funcționează în inflamație Alături de grupurile de caspaze care îndeplinesc roluri efectoare și inițiatoare în apoptoză, există un alt grup din această familie de proteaze care nu este implicat în acest proces Aceste caspaze efectuează transformări metabolice ale citokinelor dimpotrivă, indivizii cu o mutație activatoare NALP- prezintă semne ale unui sindrom inflamator asociat cu secreția crescută a citokinei Alte două proteaze foarte strâns legate de caspazele- și - și care prezintă omologie cu alți membri ai acestei familii sunt caspazele- și - Funcțiile caspazei- rămân neclare Interesant, din cauza prezenței unui codon stop prematur, caspaza- nu este exprimată la majoritatea oamenilor În același timp, acest lucru este tipic pentru doar % dintre africani În prezent, funcțiile acestei caspaze la om sunt neclare Unele caspaze probabil nu joacă un rol semnificativ în implementarea majorității formelor de apoptoză, dar participă în principal la procesul de inflamație De fapt, prima caspază a fost identificată nu ca un regulator al apoptozei, ci ca o proteină necesară procesării și secreției uneia dintre citokine, interleukina- ( Această protează, caspaza- (numită inițial interleukina-N-) enzima de conversie sau ICE), este, de asemenea, necesară pentru procesarea și secreția interleukinei- După cum se arată în j, pentru a activa caseta pase- necesită formarea unui complex format dintr-o altă caspază (caspaza- la om și caspaza- la rozătoare) și două molecule adaptoare, NALP și ASC Șoarecii cu deficit de caspază- , caspază- sau ASC nu secretă interleukina- sau - , dar nu prezintă defecte de dezvoltare sau apoptoză Pe- Semnalul extern la apoptoză este transmis prin receptorii de moarte celulară Există două căi de apoptoză bine caracterizate: cele care implică receptorii de moarte celulară (cale extrinsecă) și cele care implică mitocondriile (cale intrinsecă) Activarea caspazei și apoptoza sunt induse de legarea liganzilor specifici din grupul TNF la receptorii lor (receptorii de moarte celulară) La vertebrate, activarea caspazei are loc prin diferite căi de apoptoză Pe fig iz p prezintă două moduri cunoscute Aceasta este o cale care implică Semnalul extern la apoptoză este transmis prin receptorii de moarte celulară •bh Sunt prezentate două căi de apoptoză la vertebrate Calea receptorului de moarte celulară (numită și calea extrinsecă) este declanșată atunci când liganzii specifici de moarte aparținând familiei TNF își găsesc receptorii Calea mitocondrială (numită și calea intrinsecă sau intrinsecă) este realizată atunci când permeabilitatea membranei mitocondriale exterioare este afectată ca urmare a interacțiunilor dintre proteinele familiei BcL- și eliberarea proteinelor intermembranare Acestea din urmă includ citocromul C, care, atunci când interacționează cu proteinele citosolice, declanșează activarea caspazei Aceste procese sunt discutate în detaliu în secțiunile următoare CAPITOLUL Apoptoza Domeniul morții celulare TNFR Fas Apo- CD trimer Receptorii TN F * f V Trail-Rl DR Aro- Trail-R DR Ucigaş r ) DR Apo- WSL TRAMP OREZ Receptorii de moarte celulară aparțin familiei de receptori TNF, care au domenii de moarte celulară la nivelul celulei Pe suprafața multor tipuri de celule de vertebrate, acești receptori există ca trimeri receptorii de moarte celulară (numită și calea extrinsecă) și calea care implică mitocondriile (calea intrinsecă) Deși există mai multe diferențe semnificative între cele două căi, ele împărtășesc o similitudine prin faptul că fiecare include etapa de inițiere a activării caspazei printr-un mecanism de abordare indusă urmat de activarea caspazelor efectoare Cu toate acestea, există o oarecare suprapunere între cele două mecanisme, deoarece calea care implică receptorii de moarte celulară poate include elemente ale căii mitocondriale Receptorii de moarte celulară sunt un subset al familiei de receptori ai factorului de necroză tumorală a vertebratelor (TNFR) Acestea includ TNFR , Fas (numit și CD sau APO- ) și TRAIL (TRAIL-R , -R la om, numit și DR și DR ) La scăzut sunt prezentate diverse tipuri de receptori de moarte celulară Acești receptori trimerici se leagă de liganzi specifici (TNF, ligand Fas sau, respectiv, TRAIL) și pot declanșa rapid procesul de apoptoză în celule Liganzii sunt produși de diferite celule, inclusiv celulele sistemului imunitar, adesea ca răspuns la factorii care provoacă inflamația Receptorii de moarte celulară conțin un domeniu de moarte situat în interiorul celulei (vezi figurile și ) Aceste domenii, cum ar fi domeniile CÂRD, DED și PYR, sunt un alt exemplu de pliuri ale morții și interacționează cu domeniile morții din moleculele adaptoare (pentru pliurile morții, vezi Efector) caspazele sunt activate la clivaj, în timp ce caspazele inițiatoare sunt activate la dimerizare) Receptorii de moarte celulară sunt localizați pe suprafața celulelor sub formă de trimeri și, probabil, liganzii corespunzători sunt localizați sub formă de clustere care sunt asociate cu doi sau mai mulți dintre acești trimeri Acest aranjament face receptorii disponibili pentru interacțiunea cu proteinele intracelulare După legarea între domeniile de moarte ale receptorilor Fas/CD și TRAIL, aceștia se asociază cu proteina adaptoare FADD (domeniul de moarte asociat cu Fas) Această asociere are loc cu participarea domeniului de moarte al proteinei FADD În același timp, moleculele FADD din celulă se apropie unele de altele și devine disponibilă o altă regiune a proteinei care conține DED Domeniul DED al proteinei FADD se leagă acum de regiunile DED ale prodomeniului monomerului caspazei- , ceea ce duce la formarea de dimeri și la activarea caspazei inițiatoare prin mecanismul de abordare indusă După legarea la receptorul morții, se formează rapid un complex care conține FADD (datorită interacțiunii cu domeniul morții) FADD este asociat cu caspaza- (prin interacțiune cu DED) Acesta este un complex de semnalizare care induce moartea celulară (în engleză, complex de semnalizare care induce moartea, DISC) Caspaza- activată începe să scindeze substraturile din celulă, inclusiv caspazele efectoare- și - , și are loc apoptoza Pe fig і іz arată secvența evenimentelor în timpul dezvoltării apoptozei cu participarea receptorilor de moarte celulară Semnalul extern la apoptoză este transmis prin receptorii de moarte celulară Ligandul se leagă de trimerul receptorilor de moarte celulară Trimerul receptorilor de moarte celulară Ligand care induce celulele T Igioel Cluster de receptori Proteinele adaptoare se leagă de receptorul DD prin intermediul lor Site-uri DD pe pookaspase inițiator se leagă de receptorul DED -dd J GHG' -DR: eu da ic o Adaptor ^ " DD / proteine (FADD) Agregarea procaspazei- duce la activarea acesteia Procaspaze efectoare (- , - , - ) -DED I Inițiator * DED pro-caspase- *" DED Inițiator caspaza- Caspaza- activă scindează procaspazele efectoare și le activează Caspaze efectoare eu Procaspazele efectoare scindează substraturile apoptoza OREZ Când un ligand se leagă de un receptor de moarte celulară de pe suprafața celulei, proteina adaptor FADD se atașează de acesta din partea celulei Acest lucru se întâmplă atunci când domeniile morții celulare (DD)-(DD) interacționează Apoi, cu participarea domeniilor de moarte celulară efectoare (DED)-(DED), caspaza- este atașată la proteina FADD La dimerizarea caspazei- , enzima este activată prin mecanismul de proximitate indusă Caspaza activă scindează și activează caspazele efectoare care induc apoptoza Complexul care conține receptorul morții celulare, FADD și caspaza- este numit complex de semnalizare a inducerii morții celulare (DISC) Există multe exemple de apoptoză care apar cu participarea receptorilor de moarte celulară Această cale este caracteristică în special pentru funcționarea efectorilor sistemului imunitar și pentru reglarea proceselor imunitare Calea extrinsecă a apoptozei este realizată și în celule de alte origini, inclusiv neuroni În prezent, TRAIL, care are capacitatea de a induce apoptoza în anumite celule tumorale, este investigat ca un posibil agent antitumoral În concordanță cu rolul stabilit al Fas în sistemul imunitar, s-a observat că oamenii, precum și șoarecii purtători de mutații care afectează Fas sau ligandul său, au o boală în care există o creștere masivă a organelor limfatice Această proliferare se datorează acumulării unei populații modificate de celule T Pacienții au, de asemenea, anomalii ale limfocitelor B, inclusiv producția de anticorpi autoimuni și dezvoltarea limfoamelor cu celule B CAPITOLUL Apoptoza ligand, apel trimer receptor Legarea TNF la receptorul TNF (TNFR ) activează factorul nuclear kB, care blochează apoptoza, sau activează caspaza, care duce la apoptoză Legarea duce la formarea unui complex (complex I), care include o parte a receptorului din partea laterală a celulei, proteina adaptor (TRADD), precum și alte proteine Acest complex se disociază și în citosol se leagă de FADD, care, la rândul său, se atașează și activează caspaza- (complexul II) Caspaza- activă scindează și activează caspazele efectoare care induc apoptoza Cu toate acestea, activarea NF-kB induce, de asemenea, molecule anti-apoptotice care previn activarea caspazei și previn moartea celulelor Semnalul extern la apoptoză este transmis prin receptorii de moarte celulară Apoptoza indusă prin legarea la receptorii TNFR este complexă Puncte cheie • Legarea TNF la unul dintre receptorii săi, TNFR , induce atât semnale apoptotice, cât și anti-apoptotice Spre deosebire de alți receptori de moarte celulară, domeniul de moarte al TNFR nu se leagă de FADD În schimb, interacțiunea cu TNFR are ca rezultat legarea unei alte molecule adaptoare, TRADD (domeniul de moarte asociat receptorului TNF) După aceea, TRADD este eliberat în celulă ca un dimer, iar în citosol acest dimer începe să intre în contact și să se lege de FADD FADD dimerizat interacționează cu inițiatorul caspaza- și îl activează ( ) Interacțiunea cu TNFR determină, de asemenea, alte molecule să se lege de porțiunea intracelulară a receptorului Acestea includ TRAF (factori asociați cu receptorul TNF) După aceea, TRAF-urile încep procesul de activare a factorului nuclear-kB (NF-kB), ceea ce reprezintă este un factor de transcripție Factorul declanșează expresia mai multor proteine care împiedică formarea DISK și activarea caspazei- Astfel, legarea TNF la TNFR determină apariția unor semnale capabile atât de a induce apoptoza, cât și de a o bloca Dacă NF-kB este activat, atunci TNF nu declanșează apoptoza, ci participă la dezvoltarea inflamației În schimb, atunci când blochează NF-kB sau inhibă sinteza ARN sau proteinelor, TNF induce apoptoza După activarea NF-kB, apare expresia unei singure proteine cu proprietăți importante Această proteină se numește c-FLIP Proteina este interesantă în sensul că structura sa este apropiată de caspaza- , dar nu posedă elementele structurale necesare pentru manifestarea activității proteazei (inclusiv prezența cisteinei în situsul activ) Se arată că atunci când tu La un nivel ridicat de expresie, c-FLIP poate concura cu caspaza- pentru FADD, prevenind astfel activarea acestuia Acum devine clar de ce c-FLIP este, de asemenea, capabil să blocheze apoptoza indusă de legarea la alți receptori Un exemplu de suprimare a apoptozei de către proteina c-FLIP poate fi observat aparent în limfocitele activate Trimerul receptorului de moarte celulară c-FLIP DED DED apoptoza nu are loc c-FLIP se leagă de adaptorul hem, prevenind astfel legarea și activarea inițiatorului procaspaze- Proteina adaptor -DED (FADD) -DED · DED Inițiator de blocare procaspaza- L* ligand de moarte celulară L Proteina c-FLIP este aproape de caspaza- , dar nu conține un situs catalitic Se leagă de FADD prin interacțiuni DED-DED și poate restricționa accesul caspazei- la DISK Expresia c-FLIP, ca răspuns la activarea factorului de transcripție NF-kB, servește ca unul dintre mecanismele de blocare a apoptozei prin acesta, care are loc cu participarea receptorilor de moarte celulară CAPITOLUL Apoptoza max Limfocitele T activate exprimă Fas, cu toate acestea, în primele câteva zile după activare, ele sunt rezistente la apoptoza cauzată de legarea ligandului de acest receptor După această perioadă, ei devin sensibili la inductorii de apoptoză Această tranziție de la rezistență la sensibilitate este invers proporțională cu expresia c-FLIP în limfocite Mai important, totuși, inhibarea expresiei c-FLIP sensibilizează celulele T activate la apoptoza indusă de ligand Fas Deși calea de semnalizare apoptotică extrinsecă este bine înțeleasă (sau probabil pentru că este), pare surprinzător că eliminarea genelor FADD, c-FLIP sau caspaza- arată un fenotip foarte diferit de cel observat la animalele cu deficit de moarte celulară receptor Fiecare dintre șoarecii mutanți a murit în aceeași etapă de embriogeneză, iar această moarte nu a fost asociată cu tulburări în procesul de apoptoză Este posibil ca aceste molecule să fie necesare pentru unele evenimente de semnalizare implicate în supraviețuirea celulelor în stadiile critice ale embriogenezei Natura acestor semnale rămâne necunoscută Calea mitocondrială a apoptozei • În majoritatea celulelor de mamifere, în timpul apoptozei, membrana exterioară a mitocondriilor este ruptă și conținutul spațiului lor intermembranar este eliberat în citosol Evenimentul cheie în acest caz este o creștere a permeabilității membranei mitocondriale exterioare (MOMP) Majoritatea formelor de apoptoză la vertebrate sunt realizate nu prin receptorii de moarte celulară, ci prin calea mitocondrială În acest caz, membrana mitocondrială exterioară se rupe, iar proteinele solubile ale spațiului intermembranar (situate între membranele exterioare și interioare) intră în citosol Permeabilitatea membranei exterioare mitocondriale (MOMP) este un proces fin reglat, iar creșterea acestuia este un eveniment cheie în declanșarea apoptozei Pe fig sunt prezentate etapele căii de declanșare a apoptozei mitocondriale, pe care le vom discuta în detaliu în următoarele patru secțiuni ale acestui capitol Printre proteinele eliberate la o creștere a MOMP se numără holocitocromul c, care, în contact cu proteinele citosolice, joacă rolul principal în activarea caspazei Acest rol este complet diferit de cel pe care îl joacă în mitocondrii, efectuând transferul de electroni în lanțul de transport de la complexul III la complexul IV În activarea caspazei Activarea proteinei proapoptotice Bax/Bac care implică proteine BcL- care conțin numai domeniul VIZ Semnal de inducere a apoptozei De exemplu, Vit Vah/Vak formează oligomeri care sunt încorporați în membrana exterioară a mitocondriilor Moartea celulară independentă de caspază Caspaze efectoare (- , - , - ) MITOCONDRII | ^Debutul MOMP^ Citocromul c este eliberat din spațiul intermembranar și se leagă de APAF- Citocromul c ARAP- Moartea celulară dependentă de caspază CARD Procaspaza- APAF- oligomerizează și mobilizează pro-caspaza- Activarea procaspazei- apoptozom Procaspaze efectoare (- ,- ,- ) I Caspaza- scindează și activează procaspazele efectoare apoptoza Semnalul de inducere a apoptozei declanșează o serie de procese care implică familia BcL- de proteine care funcționează ca inhibitori (proteine anti-apoptotice) sau promotori ai apoptozei (proteine pro-apoptotice) Ca rezultat, proteinele multidomaine proapoptotice din familia BcL- sunt activate, iar permeabilitatea membranelor exterioare crește în toate mitocondriile celulei Când permeabilitatea membranei mitocondriale exterioare (MOMP) este afectată, proteinele conținute în spațiul intermembranar, inclusiv citocromul c, difuzează în citosol Citocromul activează APAF- Aceasta activează inițiatorul caspaza- , care scindează și activează caspazele efectoare, provocând apoptoza calea mitocondrială de declanșare a apoptozei implică și alte proteine eliberate în citoplasmă cu o creștere a MOMP Când permeabilitatea mitocondriilor crește în timpul apoptozei, acest lucru se întâmplă brusc și, după o perioadă scurtă de timp, proteinele sunt eliberate din toate mitocondriile din celulă În timpul apoptozei într-o populație de celule, este imposibil de prezis când va avea loc o creștere a MOMP într-un anumit Calea mitocondrială a apoptozei OREZ Pentru a identifica mitocondriile, celulele care exprimă citocromul c în complex cu proteină verde fluorescentă (citocrom c-GFP) au fost colorate cu tetrametilrodamină-eter etilic (fluorescență roșie) (foto din stânga) După inducerea apoptozei, citocromul c-GFP a început brusc să fie eliberat din mitocondrii în citosol (fotografia din dreapta a fost făcută la câteva ore după inducție) Confirmarea activării caspazei a fost obținută după câteva minute Fotografii prin amabilitatea lui Joshua K Goldstein și Douglas R Green, Spitalul de Cercetare pentru Copii St Jude Se știa că aceste proteine joacă roluri importante în reglarea sus și în jos a apoptozei, dar funcțiile lor nu au fost bine înțelese până când a fost explorată calea mitocondrială a apoptozei Știm acum că proteinele din familia Bcl- controlează în principal apoptoza la nivelul reglării MOMP Figura arată că aceste proteine sunt caracterizate prin prezența a până la patru domenii omoloage (HD) Proteinele cunoscute în prezent aparținând familiei Bcl- sunt structural apropiate unele de altele (Fig ia) Mai mult, structura lor seamănă cu cea a unor proteine bacteriene care formează pori, inclusiv lanțul B al toxinei difterice Acest lucru a sugerat că proteinele acestei familii pot avea funcții legate de pori Sunt cunoscute trei subfamilii de proteine Bcl- Acestea includ proteine anti-apoptotice, proteine "multidomenii" pro-apoptotice (care mai sunt denumite și proteine BH , - și - deoarece conțin domeniile BH , - și - ) și pro- proteine VIZ apoptotice (conținând doar domeniul VID) Proteinele Bcl- anti-apoptotice conțin domeniul BH și previn creșterea MOMP, în timp ce proteinele Bcl- pro-apoptotice nu conțin acest domeniu și cresc MOMP Cu toate acestea, inhibarea creșterii MOMP nu este legată doar de funcționarea domeniului BH celulă, dar dacă a venit, se termină în câteva minute Prin urmare, este inadecvat să se studieze creșterea MOMP pe o populație celulară, iar majoritatea cunoștințelor actuale despre acest proces sunt obținute pe mitocondriile izolate sau pe celule unice, Fig Înrudite cu proteine familiei Bcl- , sunt implicate în creșterea MOMP și apoptoză, și servesc, de asemenea, ca regulatori ai acestor procese prevederi principale Proteinele familiei BcL- joacă un rol central în calea mitocondrială a apoptozei Sunt cunoscute trei clase de proteine ВсІ- , care sunt inductori ai cauzei directe sau inhibitori ai creșterii MOMP În timpul apoptozei, MOMP este controlat cu atenție, iar problema creșterii MOMP joacă un rol fundamental în decizia vieții și morții celulelor Adoptarea unei astfel de decizii este o funcție a proteinelor din familia Bcl- Pentru a crește MOMR, este necesar prezența proteinelor Bcl- multidomaine, Vakh și Vak Puncte cheie Proteinele Vakh și Vak joacă un rol semnificativ în creșterea MOMR și sunt necesare pentru implementarea căii mitocondriale a apoptozei Probabil, Vakh și Vak încalcă direct integritatea membranei, care este motivul creșterii MOMR Proteinele Bax și Bac sunt două proteine multidomenii aparținând familiei Bcl- Aceste proteine cresc MOMP și probabil formează pori prin care proteinele difuzează din spațiul intermembranar al mitocondriilor După cum rezultă din p L g s, proteinele Bax sau Bac sub acțiunea proteinei BH , de exemplu Bid, formează oligomeri în membrana mitocondrială Studiile la șoareci cu funcția proteinelor multidomeniu dezactivată au elucidat rolul acestor proteine în creșterea MOMP S-a demonstrat că șoarecii cu deficit de proteină Bac multidomeniu se dezvoltă destul de normal, în timp ce șoarecii cu deficit de Bax au prezentat defecte minore de dezvoltare, dar în general și animalele s-au dezvoltat destul de normal S-au realizat progrese semnificative în studiu la efectuarea experimentelor pe șoareci cu dublu CAPITOLUL Apoptoza Familia de proteine Bcl- de mamifere Proteine Bcl- anti-apoptotice ( domenii BH) Bcl- Bcl-xL Bcl-W Mcl- Al Voo / Diva Wah Proteine Bcl- apoptotice ( domenii BH) Wok/ Wak Mtd Proteine Bcl- care conțin un singur domeniu BH (activatori și represori ai apoptozei) NGK/ VMirZ/ Bid Bad Bim Bmf Bik DP Blk Nip Nix Puma Noxa şi* Proteinele aparţinând familiei Bcl- conţin până la patru domenii omoloage (BH) și poate prezenta proprietăți anti-apoptotice sau pro-apoptotice Proteinele proapoptotice includ proteine multidomeniu, precum și proteine care conțin numai domeniul BH Gb Structura proteinelor anti-apoptotice Bcl- (de exemplu, Bcl-xL) este similară cu structura proteinelor pro-apoptotice din această familie (Bax, Bid) Structurile sunt construite folosind date din fișierele Protein Data Bank PQO, F și DDB O creștere a MOMP necesită prezența proteinelor Bcl- multidomaine, Bax și Bac Oferta activă Oligomer Vah sau Vac Oligomeri Wach Membrana exterioară "Toho NDR Monomer Vah *W - După activarea BAX sau VAK de către proteine care conțin doar domeniul VIZ (sau chiar de către peptide corespunzătoare acestui domeniu), acestea sunt integrate în membrana mitocondrială exterioară și oligomerizate Aparent, acest lucru implică o creștere a permeabilității sale, deși printr-un mecanism necunoscut Este prezentată o schemă a unui experiment care ilustrează oligomerizarea lui Bax Veziculele lipidice mitocondriale au fost incubate cu proteina BAX și s-a adăugat proteina BID activă, care este Bcl- care conține doar domeniul VIZ sau o proteină de control Proteinele reticulate au fost fracţionate prin electroforeză, iar prezenţa Bax a fost detectată în produse prin imunoblot BID activ a cauzat oligomerizarea VAC Fotografie prin amabilitatea lui Jerry Chipyuk și Douglas R Green, Spitalul de Cercetare pentru Copii St Jude knockout defect în ambele proteine Animalele au murit în perioadele embrionare și perinatale și au prezentat diverse tulburări de apoptoză Cea mai importantă observație a fost că, ca răspuns la diverși stimuli, celulele acestor șoareci nu au prezentat semne de creștere a MOMP sau apoptoză Nu numai că celulele derivate de la șoareci cu dublu knockout au fost complet rezistente la multe forme de apoptoză, dar studiile ulterioare au făcut, de asemenea, o constatare importantă a principiului Supraviețuirea unei culturi de celule de tip sălbatic de origine non-tumorală (și adesea chiar celule tumorale) depinde de prezența factorilor de creștere Acestea din urmă nu numai că previn apoptoza, dar activează și mecanismele necesare pentru absorbția și metabolismul nutrienților (vezi Celulele canceroase au o serie de caracteristici fenotipice) Cu toate acestea, atunci când celulele derivate de la șoareci dublu knockout au fost cultivate fără creștere dintre acești factori, ei nu au murit și au prezentat autofagie ("auto-mâncare") Astfel, celulele și-au menținut existența timp de câteva zile prin digerarea propriilor componente În absența proteinelor Bax și Bac, celulele nu au putut să activeze calea mitocondrială a apoptozei și, prin urmare, au continuat să existe mult timp în loc de moarte Concluzia este că, în absența apoptozei, viața celulară (chiar dacă este necesară autofagia pentru aceasta) este starea sa "implicit" Dacă calea mitocondrială a apoptozei nu este perturbată, atunci celula lipsită de factori nutriționali moare Deoarece, într-un organism multicelular, creșterea și alți factori de viață pentru un tip de celulă sunt de obicei produși de un alt tip, "comunitatea de celule" pe care o numim organism animal este menținută în principal prin apoptoză (și, cel puțin la vertebrate, prin calea sa mitocondrială) CAPITOLUL Apoptoza Activarea Bax și Bax este controlată de alte proteine din familia Bcl- Puncte cheie • Proteinele anti-apoptotice din familia Bcl- blochează creșterea permeabilității membranei mitocondriale exterioare cauzată de proteinele Bax și Bac • Proteinele BH din familia Bcl- fie activează direct Bax și Bak, fie perturbă funcțiile proteinelor anti-apoptotice din familia BcI- În general, proteinele Bax și Bac nu provoacă o creștere a MOMP decât dacă au fost activate anterior de o altă proteină (sau printr-un alt mecanism) Bax și Bac sunt activate în mod deosebit de eficient de proteinele Bid și Bit, care aparțin subfamiliei de proteine BH Aceste proteine induc oligomerizarea Bax și Bac, deși nu există nicio îndoială că există și alți activatori (probabil incluzând și proteine din afara familiei Bci- ) Activarea și funcționarea Bax și Bac sunt inhibate de proteinele anti-apoptotice din familia Bcl- , inclusiv Bcl- , Bcl-xL, Mcl- și alte proteine ki Ele se leagă de proteinele activatoare și le blochează funcția și pot interacționa, de asemenea, cu formele active ale Bax și Bak, așa cum se arată în panoul de sus Astfel, antiapoptoza Proteinele biologice din familia Bcl- previn creșterea MOMP și apoptoza La rândul lor, alți reprezentanți ai subfamiliei proteinelor BH activează apoptoza nu numai prin activarea directă a Bax și Bak, ci și prin blocarea funcțiilor proteinelor antiapoptotice din familia Bcl- (adică prin inhibarea inhibitorilor) Aceste proteine sunt derepresoare (sau "sensibilizatoare") ai proteinelor BH care sensibilizează celulele la inductori ai apoptozei Efectul combinat al proteinelor activatoare BH și al derepresorilor care acționează prin Bax și Bax și antagonizați de proteinele Bcl- antiapoptotice se manifestă prin faptul că acestea induc o creștere a MOMP și apoptoză Reglarea funcțiilor proteinelor BHZ se realizează la nivelul transcripției, stabilității moleculare, interacțiunii cu alte proteine și diferitelor modificări Datorită varietății de niveluri de reglare, aceste proteine pot fi considerate "senzori de stres" care asociază semnale specifice cu o creștere a MOMP și apoptoză Proteinele din familia Bcl- , care conțin doar domeniul BH , funcționează ca activatori direcți ai Bax și Bak sau blochează funcția anti-apoptotică a proteinelor BcI- Activarea Bax și Bax este controlată de alte proteine din familia Bcl- Citocromul c, eliberat cu o creștere a MOMP, induce activarea caspazei I Fundamente Holocitocromul c declanșează activarea APAF-X în citosol, care se leagă de caspaza- și o activează Ca urmare a creșterii MOMP, proteinele solubile care se află în spațiul intermembranar al mitocondriilor intră în citosol unde interacționează cu proteinele conținute în acesta Cum duc proteinele din spațiul intermembranar la activarea caspazei? În citosol, holocitocromul c (citocromul c care conține o grupare hem) se leagă de factorul de activare a proteazei apoptotice- (APAF- ) La u o n D mit ° x U După o creștere a MOMP, citocromul c este eliberat în citosol Citocromul c Citocromul c se leagă de APAF- APAF- Modificarea conformației APAF- , ducând la deschiderea domeniului de oligomerizare Șapte molecule activate APAF- se leagă unul de celălalt pentru a forma apoptozomul cu APOPTOSOM Moleculele APAF- demască domeniile CARD care se leagă de aceleași domenii ale procaspazei- Procaspaza- CARD Efectorul procaspaza- este activat de l prin mecanismul proximității induse, procaspază Efector caspaza Caspaza- este scindată și activează caspazele efectoare, provocând apoptoza eu apoptoza * Citocromul c activează APAF- , formând un apoptozom Când citocromul c este eliberat din mitocondriile în citosol, acesta intră în contact cu APAF- În acest caz, acesta din urmă suferă modificări conformaționale, care sunt însoțite de demascarea domeniului de oligomerizare Moleculele APAF- activate se leagă între ele pentru a forma un complex (apoptozom) În fiecare moleculă APAF- , în apoptozom se deschide un domeniu CARD, care se leagă de același domeniu caspaza- , activând enzima Caspaza- activată scindează și activează caspazele efectoare Inset-ul arată structura apoptozomului construit conform datelor microscopiei electronice Potrivit lui Mol celulă Vol , Acehan, D , şi colab Structura tridimensională a apoptozomului , pp - (r) Elsevier Fotografii prin amabilitatea lui Christopher W Eki, Boston University School of Medicine CAPITOLUL Apoptoza În acest caz, molecula factor își schimbă conformația, drept urmare molecula dATP se leagă de ea Modificări ulterioare în APAF- duc la activarea domeniului de oligomerizare și formarea unui complex care conține șapte molecule APAF- și numit apoptozom Domeniile CARD sunt situate în centrul apoptozomului Ele se leagă de domeniul CARD al caspazei inițiatoare, caspaza- Ca rezultat al unei astfel de legături la apoptozom, caspazele sunt dimerizate și activate prin mecanismul abordării induse La emisiune len procesul de formare a apoptozomului și legarea acestuia la caspaza- La activare, caspaza- scindează și activează caspaza- și - efectoare și declanșează apoptoza Citocromul c este codificat în nucleu, iar molecula de apocitocrom c este transportată în spațiul intermembranar al mitocondriilor, unde o grupare hem este atașată de acesta sub acțiunea enzimelor Doar holocitocromul c, dar nu apoproteina, este capabil să activeze APAF- la legarea la dATP, urmat de formarea unui apoptozom Acest lucru sugerează că activarea apoptozei de-a lungul acestei căi are loc numai după o creștere a MOMP Șoarecii cu tulburări genetice ale funcțiilor APAF- , caspază- sau - sunt caracterizați de aceleași defecte de dezvoltare asociate cu dezordonarea temporală a proceselor de activare a căii mitocondriale de apoptoză Același fenotip este caracteristic mutanților de șoarece în care molecula de citocrom c este modificată în așa fel într-un mod în care este încă capabil să susțină respirația mitocondrială, dar este mai puțin activ în formarea apoptozomului Acești șoareci prezintă defecte în dezvoltarea regiunii faciale a craniului și o creștere semnificativă a creierului anterior Cu toate acestea, este interesant că moartea celulară programată încă mai are loc la aceste animale, dar se desfășoară mai lent și fără semne de apoptoză Această moarte celulară "independentă de caspază" este discutată mai detaliat în MOMP poate provoca moartea celulelor independentă de caspază Unele proteine eliberate de MOMP crescute blochează IAP-urile Puncte cheie • Proteinele Smac și Orrr situate în spațiul intermembranar al mitocondriilor sunt antagoniste ai inhibitorilor caspazei, proteinele IAPs După cum sa menționat în Unii inhibitori proteici ai apoptozei (IAP) blochează acțiunea caspazelor, unele IAP afectează activarea caspazelor Acest lucru este valabil mai ales pentru XIAP, care se leagă de inițiator Proteinele care, după o creștere a MOMP, intră în citosol afectează inhibarea caspazei sub acțiunea IAP Unele proteine eliberate de MOMP crescute blochează IAP-urile caspaza- pe apoptozom și inhibă activarea acestuia; de asemenea, blochează caspaza- și - Suprimarea activității caspazei duce la inhibarea apoptozei Există cel puțin două proteine care sunt antagoniste XIAP și mediază activarea caspazei Ele sunt eliberate cu o creștere a MOMP (Figura h) Acestea sunt proteina Smac (numită și DIABLO) și Oti (sau HtrA ) Smac se găsește numai la vertebrate, în timp ce Omi/HtrA este prezent în celulele de drojdie și este foarte conservat Inhibarea XIAP de către proteinele mitocondriale Oti și Smac este mediată de secvențele lor N-terminale Aceste secvențe sunt numite motiv AVPI, după compoziția secvenței găsite în proteina Smac matură Motivul AVPI se formează numai după îndepărtarea secvenței de localizare mitocondrială în timpul proteolizei Acest lucru se întâmplă după ce proteina codificată nuclear este translocată în spațiul transmembranar al mitocondriilor Prin urmare, proteinele Oti și Smac inhibă acțiunea ХІАР numai după eliberarea lor din mitocondrii Knockout-ul genelor XIAP și Smac provoacă aproape deloc modificări ale fenotipului, în timp ce knockout-ul Oti provoacă defecte neurologice Ele sunt cel mai probabil asociate cu pierderea unor funcții importante de către mitocondrii care nu sunt legate de efectul inhibitor al IAP Această explicație pare probabilă, deoarece proteina Oti izolată din celulele unor vertebrate, de exemplu, din celulele bovide, nu are motivul inhibitor IAP În mod similar, în celulele cu defecte în proteinele Oti și Smac, apoptoza nu a fost afectată Semnificația biologică a inhibării IAP caspazei și inversarea acestui efect de către antagoniști precum Smac și Oti rămâne neclară În timpul apoptozei cu participarea receptorilor de moarte celulară, poate apărea o creștere a MOMP, asociată cu scindarea proteinei BHZ Bid Puncte cheie Caspaza- , care este activată după legarea receptorilor de moarte celulară de liganzi, scindează proteina BH Bid, ceea ce determină activarea acesteia Proteina Bid activează proteinele Bax și Bac, care provoacă o creștere a MOMP și, prin urmare, declanșează calea mitocondrială a apoptozei Proteina Bid joacă rolul unei legături între două căi de apoptoză Deoarece XIAP blochează efectorul caspaza- și - , poate funcționa ca un inhibitor al apoptozei, care are loc cu participarea receptorilor celulari moartea și inițiatorul caspaza- (vezi Semnalul extern la apoptoză este transmis prin receptorii de moarte celulară) Cu toate acestea, caspaza- , activată de procese care apar atunci când apoptoza este declanșată prin calea extrinsecă, poate provoca o creștere a MOMP și, astfel, poate activa calea mitocondrială Acest lucru este realizat prin scindarea și activarea proteinei BH Bid Un rol important în dezvoltarea apoptozei poate fi jucat de eliberarea de antagonişti IAP, care apare după o creştere a MOMP Proteina Bid, ca și proteina Bit discutată mai sus, este capabilă să activeze Bax și Bac și să provoace o creștere a MOMP Cu toate acestea, pentru a deveni activ, Bid trebuie să fie supus clivajului proteolitic Sunt cunoscute mai multe proteaze care scindează și activează Bid și declanșează procesul de creștere a MOMP și apoptoză Acestea includ catepsine, calpaine și caspaze Caspaza- este cea mai eficientă protează care scindează și activează Bid De fapt, Bid este un substrat mult mai potrivit pentru caspaza- decât caspazele efectoare Prin urmare, atunci când caspaza- scindează Bid și induce o creștere a MOMP, una dintre consecințele acesteia este eliberarea din mitocondrii a antagoniștilor IAP, proteinele Sma și Oti, care blochează XIAP și promovează activarea caspazelor efectoare sub acțiunea caspazei - În același timp, apoptoza este îmbunătățită în continuare prin activarea apoptozomilor și a caspazei- , care are loc cu participarea citocromului c Aceste procese sunt prezentate pe • • Semnificația creșterii MOMP în îmbunătățirea căii extrinseci a apoptozei depinde de tipul de celulă În celulele de tip II, inhibarea MOMP de către proteinele anti-apoptotice aparținând familiei Bcl- , cum ar fi Bcl- și Bcl-xL, blochează apoptoza care implică receptorii de moarte celulară În celulele de tip I, proteina Bcl- nu afectează calea extrinsecă a apoptozei Pe baza acestor date, agenții farmacologici care sunt analogi ai antagoniștilor IAP sunt în prezent testați Capacitatea lor de a spori efectul antitumoral al liganzilor receptorilor de moarte celulară, cum ar fi TRAIL, este investigată Efecte similare pot juca, de asemenea, un rol în apoptoza indusă de limfocitele citotoxice Deși caspazele efectoare sunt bine activate de granzima B, acest proces poate fi inhibat de XIAP Cu toate acestea, ca și caspaza- , granzima B scindează și activează eficient Bid (deși în locuri diferite) și provoacă o creștere a MOMP Datele disponibile sugerează că creșterea MOMP indusă de proteina Bid este mecanismul predominant de apoptoză sub acțiunea granzimei B și a limfocitelor citotoxice, cel puțin în unele celule țintă Cu toate acestea, efectul limfocitelor citotoxice implică de obicei mai multe evenimente decât eliberarea granzimei B, deoarece aceste celule folosesc și mecanisme suplimentare pentru a declanșa procesul de moarte celulară CAPITOLUL Apoptoza Caspaza- , care este activată ca rezultat al apoptozei care implică receptorii de moarte celulară, scindează proteina Bid care conține doar domeniul BH Aceasta activează proteina Proteina activată, la rândul său, activează Bax și Bak, ceea ce duce la o creștere a MOMP și la eliberarea citocromului c Ca rezultat, caspaza- este activată Împreună cu aceasta, proteinele Smac și OMI, care sunt de asemenea eliberate din mitocondrii, îndepărtează blocajul activării caspazei efectoare cauzat de IAP MOMP poate provoca moartea prevederi principale celule independente de caspază Odată cu creșterea MOMP, celulele mor de obicei chiar dacă activarea caspazei este blocată sau aceste enzime sunt degradate Mecanismele responsabile pentru această formă de moarte celulară nu sunt bine înțelese În calea mitocondrială a apoptozei, când apare o creștere a MOMP, celulele mor, chiar dacă activarea caspazei este blocată sau aceste proteaze sunt distruse yutsya După cum sa menționat mai sus, moartea celulară programată are loc în timpul dezvoltării la șoarecii cu funcții afectate de APAF- sau caspază- , chiar dacă se observă o altă formă de moarte celulară în loc de apoptoză De exemplu, moartea celulară are loc în septurile interdigitale (necesară pentru formarea degetelor membrelor; vezi Fig ) Cu toate acestea, acest proces nu este însoțit de condensarea cromatinei observată la șoarecii de tip sălbatic Pe fig h d arată cum arată aceste celule În mod similar, inhibitorii de caspază care blochează forma apoptotică a morții celulare MOMP poate induce moartea celulelor independent de caspaza d Celulă vie (stânga) Celula apoptotică a septului interdigital la șoarece de tip sălbatic (de mijloc) Celula septului la șoarecele mutant APAF-l / (dreapta) Fotografii prin amabilitatea lui Pierre Golstein, Centrul de Imunologie Potrivit Current Biology, voi , Chautan, M , et al Moartea celulară interdigitală pp - (r) Elsevier nu afectează celulele care au experimentat o creștere a MOMP cu o astfel de moarte celulară "independentă de caspază" Dimpotrivă, Bcl- , care blochează creșterea MOMP, reduce moartea celulară în aceleași condiții Au fost propuse două mecanisme de moarte celulară independentă de caspază Conform primului mecanism, după o creștere a MOMP, mitocondriile încep încet să-și piardă funcția (s-a demonstrat că după o creștere a MOMP, are loc o pierdere rapidă a funcției mitocondriale, cauzată de caspazele activate) Această pierdere lentă a funcției mitocondriale poate fi cauza morții celulare, chiar și în absența activării caspazei Conform celui de-al doilea mecanism (poate că nu este o alternativă la primul), moartea celulară fără participarea caspazelor poate fi cauzată de proteinele care părăsesc spațiul intermembranar mitocondrial Aceste proteine includ ADNază, endonucleaza G, Oti și factorul de inducție a apoptozei (AIF) Toate acestea, atunci când sunt supraexprimate într-o celulă, pot provoca moartea celulei (Abilitatea proteinei Oti de a induce moartea celulară nu este legată de activitatea sa inhibitoare împotriva IAP ) Cu toate acestea, deoarece fiecare dintre aceste proteine pare să fie capabilă să îndeplinească și alte funcții importante în mitocondrii, care sunt esențiale pentru viața celulară, este dificil de determinat care dintre ele sunt implicate în moartea celulară cauzată de o creștere a MOMP Pentru niciuna dintre aceste proteine, s-a demonstrat fără ambiguitate că, în orice condiții fiziologice, cu o creștere a MOMP, ele sunt capabile să provoace moartea celulelor Unele celule sunt capabile să tolereze o creștere a MOMP fără a intra pe calea de moarte independentă de caspază De exemplu, privarea neuronilor maturi de un factor de creștere induce o creștere a MOMP în celule; totuși, dacă activarea caspazei este blocată, celulele pot fi readuse la o stare viabilă cu adăugarea repetată a factorilor de creștere Nu se știe încă dacă celulele în diviziune pot rezista la o creștere a MOMP O creștere a MOMR poate fi cauzate de ruperea membranei mitocondriale exterioare Puncte cheie • În unele forme de moarte celulară are loc distrugerea mitocondriilor, cauzată de modificări ale membranei interioare, ducând la umflarea și ruperea organelului Dacă mitocondriile izolate sunt expuse la diferiți agenți, inclusiv la concentrații mari de ioni de calciu, specii reactive de oxigen sau anumite medicamente, membrana lor interioară se modifică Ca urmare a acestor modificări, moleculele mici de metaboliți dizolvați încep să pătrundă prin canalele insuficient formate din membrană Aceasta duce la dispariția gradientului electrochimic de-a lungul membranei și la umflarea matricei Umflarea este suficientă pentru a provoca o ruptură a membranei exterioare și eliberarea de proteine situate în spațiul intermembranar S-a demonstrat că această ruptură a membranei mitocondriale exterioare joacă un rol în moartea celulară cauzată de condiții extreme, cum ar fi ischemia (în special în accidentul vascular cerebral și infarctul miocardic) care duce la necroză Rămâne neclar dacă funcționarea acestui mecanism este posibilă în timpul apoptozei și, dacă da, în ce condiții Deși majoritatea mecanismelor moleculare responsabile de umflarea matricei și ruperea membranei mitocondriale exterioare sunt subiect de discuție, este bine cunoscut faptul că una dintre enzimele matricei, ciclofilina D, contribuie la aceste procese (deși nu este absolut necesar) Șoarecii cu funcție alterată a ciclofilinei D au prezentat diferite CAPITOLUL Apoptoza Au existat defecte semnificative în umflarea matricei și/sau nu a existat nicio ruptură a membranei mitocondriale exterioare și au fost rezistente la dezvoltarea leziunilor ischemice În același timp, animalele s-au dezvoltat normal și au prezentat apoptoză Medicamente precum ciclosporina, care este un inhibitor al ciclofilinei D, pot preveni sau întârzia umflarea matricei și ruperea membranei exterioare și sunt în prezent investigate ca protectoare împotriva anumitor tipuri de leziuni celulare Multe date despre mecanismul apoptozei au fost obținute pe nematodul C elegans • La nematozi, apoptoza are loc printr-o cale simplă asemănătoare cu calea mitocondrială găsită la vertebrate În timpul dezvoltării C elegans, din de celule somatice ale unui nematod adult suferă moarte programată În fiecare nematod, celulele mor la un anumit moment în timp și în anumite locuri, iar moartea lor are loc pe calea apoptozei Pentru o astfel de moarte celulară programată, elementele moleculare pentru implementarea apoptozei s-au dovedit a fi absolut necesare Studiile genetice ale apoptozei la C elegans au ajutat la stabilirea bazelor pentru înțelegerea apoptozei, în special a căii sale mitocondriale, la vertebrate Cu toate acestea, apoptoza la nematode și vertebrate are diferențe semnificative Secvența proceselor apoptotice la C elegans este prezentată în d În timpul dezvoltării nematodului, moartea celulară se realizează cu participarea unei caspaze, care este un produs al genei ced- (gena morții C elegans, CED- ) Ca și caspaza- la vertebrate, CED- conține domeniul CARD și este activat la dimerizare Molecula adaptor necesară pentru activarea CED- este omoloagă structural cu APAF- și se leagă de caspază prin domeniul său CARD În contrast Anti-apoptotic omolog al BcI- CED- Caspază CED- EGL- Proteină care conține doar domeniul BH CED- leagă proteinele CED- dezactivând-o Omologul APAF- CED- este înlocuit cu EGL- Semnale de dezvoltare CARD Oligomer CED- V: > Fotografia arată o celulă pe moarte într-un embrion de nematod Schema arată funcționarea proteinelor care controlează moartea celulară programată într-un vierme Dupa Ce//, voi , ELLis, H M și Horvitz, H R Controlul genetic al pp programate - (r) Elsevier Fotografie prin amabilitatea lui G Robert Gorwitz, Massachusetts Institute of Technology Multe date despre mecanismul apoptozei au fost obținute pe nematodul C elegans de la APAF- , această proteină, numită CED- , nu trebuie să fie activată de citocromul c (de fapt, CED- nu are un domeniu echivalent cu cel găsit în APAF- , care interacționează probabil cu citocromul c) Este posibil ca dATP să fie necesar pentru oligomerizarea CED- La rândul său, formarea de oligomeri este necesară pentru activarea CED- Dacă celula nu este menită să fie eliminată, CED- se leagă de o altă proteină, CED- Interesant, această proteină este un omolog BcI- ; cu toate acestea, spre deosebire de proteina antiapoptotică BcI- la vertebrate, nu reglează creșterea MOMP În schimb, controlează apoptoza, probabil prin legarea directă la CED- În contrast, niciuna dintre proteinele anti-apoptotice ale vertebratelor din familia Bcl- nu se leagă sau inhibă direct APAF- (și CED- nu inhibă apoptoza atunci când este exprimată în celulele vertebratelor) Legarea CED- și CED- este perturbată de o altă proteină, produsul genei egl- (deficit în depunerea ouălor) EGL- este o proteină BHZ Când este exprimat, CED- este îndepărtat din complexul cu CED- , iar CED- activează CED- , care provoacă moartea celulelor Mutațiile genelor egl- , ced- sau ced- care provoacă pierderea activității lor funcționale nu afectează supraviețuirea celulelor și astfel de celule sunt capabile să se diferențieze, dând naștere la celule complete funcțional Mutațiile câștig-de-funcție în gena ced- au același efect Pierderea activității funcționale a genei ced- duce la moartea embrionară timpurie, care este suprimată de o mutație cu pierdere a funcției în genele ced- sau ced- (dar nu și în gena egl- ) Un alt grup de gene reglează soarta unei celule pe moarte, inclusiv evenimente precum fagocitoza și degradarea Pentru mai multe despre aceasta, consultați Interacțiunile intercelulare sunt necesare pentru a elimina celulele apoptotice Apoptoza la insecte are caracteristici care o deosebesc din acest proces la mamifere si nematozi Puncte cheie Apoptoza la insecte are loc conform unui mecanism care are unele asemănări cu calea mitocondrială a acestui proces la vertebrate Ca și în cazul nematodelor, principalele trăsături ale apoptozei la insecte au multe în comun cu calea mitocondrială la vertebrate, deși procesul este caracterizat de diferențe semnificative La Drosopbila melanogaster, apoptoza are loc în timpul dezvoltării (sub acțiunea hormonului ecdysone) sau în timpul stresului celular (pe cum ar fi deteriorarea ADN-ului) Principalele procese de apoptoză la insecte sunt similare cu cele de la nematode și vertebrate Pe fig arată etapele apoptozei la Drosopbila Caspazele efectoare implicate în apoptoza la insecte sunt denumite DRICE și DCP- Se presupune că acestea sunt activate la clivaj, deși acest lucru nu a fost riguros dovedit Principala caspaza inițiatoare responsabilă de activarea caspazelor efectoare se numește DRONC și, ca și caspaza- (și CED- ), conține domeniul CARD O altă caspază inițiatoare se numește DREDD Ca și caspaza- , prodomeniul DREDD conține DED Cu toate acestea, rolul său în apoptoză la insecte rămâne neclar DRONC este activat de ARK, care este un omolog al APAF- , (ucigaș înrudit cu APAF- ) Deși molecula ARK conține toate aceleași regiuni ca APAF- , nu avem date că citocromul c este implicat în activarea ARK De asemenea, în timpul apoptozei în celulele de insecte, nu a fost observată nici o creștere a MOMP, nici eliberarea de citocrom c din mitocondrii S-a sugerat că fie ARK are activitate constitutivă, fie este activată printr-un mecanism independent de creșterea MOMP La fel ca APAF- și CED- , ARK este probabil capabil să formeze structuri oligomerice care se leagă la DRONC prin interacțiuni CARD-CARD care au ca rezultat activarea caspazei inițiatoare Apoptoza nu este observată la insectele cu funcția ARK sau DRONC dezactivată sau în celulele cu expresia suprimată a acestor proteine Cu toate acestea, activarea DRONC singură nu este suficientă pentru a induce apoptoza IAP, și în special DIAP , blochează DRONC și caspazele efectoare și măresc supraviețuirea celulară Aceasta este o caracteristică importantă a apoptozei în Drosopbila Când apoptoza este declanșată, una sau mai multe proteine care sunt antagoniste IAP sunt exprimate Aceste proteine, Reaper, Hid (Involuția capului defectuoasă), Grim și Sickle, conțin un motiv structural similar cu AVPI din proteinele Smac și Oti, dar altfel nu au nimic în comun cu proteinele vertebratelor De asemenea, spre deosebire de Smac și Oti, proteinele Drosopbila se găsesc în citosol și nu se găsesc în mitocondrii Acești inductori de apoptoză blochează IAP, DRONC este activat și apoptoza este declanșată Interesant este că genele Reaper, Hid, Grim și Sickle fac toate parte dintr-un grup de gene Deleția Df( L)H care duce la pierderea genelor Reaper, Hid, Grim a fost identificată ca fiind defectă în inducerea apoptozei, ceea ce a condus la descoperirea acestor gene În celulele de insecte, apoptoza este controlată în principal de IAP, în timp ce la vertebrate, procesul este reglat în principal de proteinele din familia Bcl- Drosopbila are două proteine aparținând familiei Bcl- Se numesc Debcl (de asemenea dBorg-I sau dBok) și Buffy (sau dBorg- ) Rolul lor în reglarea apoptozei rămâne neclar CAPITOLUL Apoptoza Semnale de dezvoltare V Antagonişti IAR SECERĂTOR GRIM HID REAPER, HID și GRIM inversează efectul de blocare al DIAP asupra activării procaspazei Omolog ARC oligomerizează și mobilizează omologul procaspazei- , DRONC DIAP (IAR) Omologul procaspazei- DRONC DRONC activează procaspazele efectoare CYTSNOL DCP- caspaza Mutații care dezactivează funcția antagoniștilor IAP DRICE Efector Absența apoptozei apoptoza Moartea celulară programată prin apoptoză la o muscă de tip sălbatic (foto din dreapta) Celulele moarte (strălucire verde strălucitoare) au fost colorate cu portocaliu de acridină, iar moartea lor a fost confirmată și prin alte metode Fotografia din stânga arată că într-un embrion care poartă mutații în locusul genelor Reaper, Hid și Grim, apoptoza nu este observată Schema arată principalele etape ale apoptozei la Drosophila Fotografii prin amabilitatea lui John Abrams, Universitatea din Texas Southwestern Medical Center, Dallas Interacțiunile intercelulare sunt necesare pentru a elimina celulele apoptotice (Dispoziții de bază Îndepărtarea celulelor apoptotice din organism este un proces activ Îndepărtarea celulelor moarte este etapa finală în apoptoză; în timp ce celulele sunt îndepărtate fără urmă Acest lucru se realizează prin fagocitoză ("celule care mănâncă") sau prin fagocite speciale (macrofage, celule dendritice), sau prin celule care îndeplinesc și alte funcții (de exemplu, epiteliale) Importanța etapei de îndepărtare eficientă a celulelor apoptotice este subliniată de caracteristicile morții apoptotice care promovează acest proces pe măsură ce celulele sunt împachetate pentru îndepărtare Pentru a facilita digestia, ADN-ul și celulele sunt tăiate în fragmente mici În plus, celulele generează semnale care conțin instrucțiuni pentru fagocite Aceste semnale pot fi de următoarele tipuri: "găsește-mă", "mănâncă-mă" și "nu mă mănâncă" (fig iz ) Studiile efectuate pe C elegans au identificat gene care joacă un rol important în îndepărtarea celulelor apoptotice Aceste gene sunt împărțite în două grupuri complementare Primul grup include genele ced- , ced- și ced- , care sunt probabil implicate în recunoașterea celulelor și formarea semnalului Îndepărtarea celulelor apoptotice necesită interacțiuni intercelulare ÎN AFARA SPAȚIULUI INTERIOR Nu mă manca semnal CD FAGOCIT gaseste-ma Semnal lizofosfatidilcolină Mănâncă-mă Externalizarea fosfatidilserinei În timpul apoptozei, celulele produc semnale "găsește-mă" (lizofosfatidilcolină), scad intensitatea semnalelor "nu mă mănânci" (CD ) și exprimă semnale "mănâncă-mă" (externalizarea fosfatidilserinei) Ca rezultat, celula muribundă este rapid "mâncată" de fagocite "profesionale" precum macrofagele sau alte celule (de exemplu, epiteliale) CELULA APOTOTICĂ Al doilea grup include genele ced- , ced- , ced- și ced- Cel mai probabil sunt implicați în capturarea celulelor moarte și nu în recunoașterea lor Toate aceste gene funcționează la nivelul fagocitelor, afectând capacitatea acestor celule de a recunoaște sau înghiți celulele apoptotice, deși unul dintre ele (ccrf- ) poate funcționa și într-o celulă pe moarte CED- este un receptor care răspunde la modificările membranei celulelor apoptotice Aparține grupului de receptori de celule de mamifere Lipide \ dublu strat I Fosfatidilserina H SPAȚIU CELULA APOPTOTICĂ CELULA FAGOCIT Celula moartă este recunoscută de fagocit Externalizarea fosfatidilserinelor MFG-E Vizualizarea procesului de externalizare a fosfatidilserinei Anexa V, care conține o sondă fluorescentă, se leagă pe I de fosfatidilserine Anexare fluorescentă V MFG-E și Annexia I se leagă de lipidele exteriorizate Integrinele În timpul apoptozei, lipidele membranei plasmatice sunt redistribuite în așa fel încât fosfatidilserina, care se găsește de obicei în stratul interior, se află în exterior Acolo, se asociază cu proteine precum Annexia I și MFG-E , care, la rândul lor, se leagă de celulele fagocitare, care ulterior le preiau pe cele apoptotice Externalizarea fosfatidilserinei poate fi observată utilizând anexina V marcată cu o sondă fluorescentă Fotografia prezintă o celulă apoptotică colorată cu anexină V Fotografie oferită de Joshua S Goldstein și Douglas R Green, Spitalul de copii St Jude CAPITOLUL Apoptoza care se numesc receptori mai curati La mamifere, doi astfel de receptori, SREC (receptor scavenger exprimat de celulele endoteliale) și CD , s-au dovedit a fi implicați în captarea celulelor apoptotice de către cultura de fagocite Singura genă din Drosopbila care funcționează pentru a elimina celulele apoptotice, numită croquemort, aparține, de asemenea, familiei de receptori mai curați Studiile asupra celulelor de mamifere au arătat că semnalul critic "mănâncă-mă" (deși poate nu singurul) apare în timpul exteriorizării fosfatidilserinei, care apare atunci când membrana plasmatică este agitată (deplasată) în timpul funcționării caspazei efectoare După cum se arată în gi: Fosfatidilserina este de obicei localizată în stratul interior al membranei plasmatice cu participarea unei "flippaze" dependente de ATP, care răstoarnă fosfolipidele din exterior în interiorul membranei (Termenul "flip" se referă la mișcarea lipidelor din exterior spre interior În literatura de specialitate despre apoptoză, este adesea folosit greșit atunci când se vorbește despre un flip de fosfatidilserina Acesta din urmă, tehnic vorbind, este un flop ) Dacă translocaza este inactivă (de exemplu, din cauza deficienței de ATP), fosfatidilserina apare încet pe suprafața celulei; totuși, în timpul apoptozei, această externalizare este rapidă și dependentă de caspază, implicând amestecarea activă a lipidelor A fost identificată o scramblază fosfolipidă care este activată de ionii de calciu, dar nu este clar dacă este implicată în apoptoză și, dacă da, cum este activată enzima de caspaze În acest sens, CED- C elegans prezintă interes, deoarece funcționează nu numai în celulele fagocitare, ci și în cele apoptotice Omologul acestei proteine este ABCA , care este implicat în reorganizarea lipidelor membranei plasmatice Se crede că această proteină joacă un rol important în exteriorizarea fosfatidilserinei în celulele mamiferelor Cu toate acestea, conform studiilor recente, în acest proces C elegans proteinele nu sunt implicate Fosfatidilserina, situată pe suprafața celulelor de mamifere, se poate lega de unele molecule prezente în lichidul intercelular și jucând rolul de punte între celula muribundă și fagocit O astfel de moleculă este proteina MFG-E , care este prezentă în multe fluide extracelulare ale corpului Această proteină se leagă de fosfatidilserina celulelor moarte și de receptorii integrinei celulelor fagocitare Șoarecii cu funcția MFG-E afectată prezintă defecte în procesul de îndepărtare a celulelor apoptotice Externalizarea fosfatidilserinei în celulele apoptotice este ușor de confirmat folosind anexina V, o proteină care se leagă de fosfatidilserină și conține o etichetă fluorescentă (vezi Fig orez ) Anexa V nu este implicată în apoptoză, dar o proteină înrudită, anexa I, poate promova recunoașterea celulelor apoptotice de către fagocite Aparent, există și alte mecanisme de îndepărtare a celulelor apoptotice la mamifere, iar în unele cazuri acestea joacă un rol important O cultură de fagocite de la șoareci cu deficit de receptori cu activitate tirozin kinazei, MER, are o funcție afectată de îndepărtare a celulelor muribunde La astfel de animale se observă acumularea de celule apoptotice Care este rolul MER în aceste procese rămâne neclar Celulele sănătoase sunt capabile să exprime semnale "mănâncă-mă"; de exemplu, o creștere a nivelului de calciu poate declanșa un proces de amestecare a fosfolipidelor cu externalizarea temporară a fosfatidilserinei Cu toate acestea, astfel de celule nu sunt îndepărtate, deoarece ele poartă, de asemenea, semnale "nu mă mânca", care sunt probabil să fie inactivate în timpul apoptozei Un astfel de semnal este CD , care este prezent în fagocite și în majoritatea celulelor sănătoase Interacțiunea semnalelor CD între ele poate inhiba îndepărtarea celulelor sănătoase și poate provoca apariția semnalelor "mănâncă-mă" Pe măsură ce celulele intră în apoptoză, ele pot activa fagocitele specializate, cum ar fi macrofagele, generând un semnal "găsește-mă" Un astfel de semnal este lizofosfatidilcolina, care este produsă prin acțiunea fosfolipazei A activate Caspazele efectoare pot activa fosfolipaza A prin scindarea enzimei Existența acestei căi crește probabilitatea ca celulele apoptotice să fie detectate și îndepărtate efectiv din organism Apoptoza joacă un rol în dezvoltarea bolilor precum infecțiile virale și cancerul Infecțiile virale și RDK sunt condiții patologice în care apoptoza poate fi blocată Virușii sunt paraziți intracelulari obligați și, prin urmare, moartea celulei gazdă este una dintre formele de combatere a infecțiilor virale Prin urmare, menținerea viabilității celulare este în interesul virusului Mulți viruși fac acest lucru prin blocarea morții celulare, iar mecanismele acestei blocări joacă un rol important în înțelegerea etapelor apoptozei După cum sa menționat, apoptoza la insecte este reglată la nivelul activării IAP a caspazei Baculovirusurile insectelor blochează apoptoza exact în același mod, exprimând IAP, care inhibă DRONC și Apoptoza joacă un rol în dezvoltarea bolilor precum infecțiile virale și cancerul caspaze factoriale Cu toate acestea, acești virusuri exprimă și o altă proteină, p , care se leagă și inhibă caspazele active Prin blocarea activării caspazei, acești virusuri mențin viabilitatea celulară până când se produce un număr suficient de particule virale și are loc liza celulară Virusurile vertebrate urmează o strategie diferită, probabil pentru că inhibarea caspazei nu blochează o creștere a MOMP sau moartea independentă de caspază (și poate promova un răspuns imun la prezența virusului) Prin urmare, unii virusuri vertebrate produc proteine anti-apoptotice aparținând familiei Bci- , cum ar fi E B K și proteina BHRF a virusului Epstein-Barr Acestea și alte proteine virale Bcl- funcționează similar cu Bcl- , prevenind creșterea MOMP și apoptoza Virușii vertebrați funcționează adesea prin prevenirea apoptozei induse de celulele efectoare ale sistemului imunitar De exemplu, virusul varicelo-zosterian produce inhibitori de protează numiți serpine care pot bloca granzima B și caspaza- (dar nu și caspaza- sau caspazele efectoare) Prin blocarea granzimei B, virusul evită efectul limfocitelor citotoxice, care caută în organism celulele infectate În mod similar, inhibarea caspazei- duce la blocarea apoptozei indusă de legarea liganzilor la receptorii de moarte celulară; acești liganzi sunt adesea produși de limfocitele citotoxice și alte celule ca răspuns la infecția virală Un alt mod prin care virușii blochează apoptoza care implică receptorii de moarte celulară este prin expresia moleculelor apropiate de c-FLIP, cum ar fi proteina v-FLIP produsă de virusul herpes Alte condiții patologice asociate cu încălcări ale mecanismelor de apoptoză sunt bolile neoplazice După cum s-a menționat la începutul acestei secțiuni, proteina puternic supresoare tumorală p , care este mutată în aproximativ % din cancerele umane, își exercită efectul supresor parțial prin inducerea apoptozei în celulele transformate În mod similar, proteina anti-apoptotică Bcl- a fost descoperită pentru prima dată în studiul translocației cromozomiale care apare în limfomul folicular cu celule B În cancer, există modificări în mecanismele de control al apoptozei Cu toate acestea, relația dintre apoptoză și cancer este mai fundamentală decât ilustrează aceste exemple simple Celulele vertebrate devin sensibile la declanșarea apoptozei prin semnale care condiționează intrarea lor în ciclu, iar decizia de a trăi sau de a muri se bazează pe semnalele transmise celulei din țesuturile înconjurătoare (de exemplu, cum ar fi factorii de creștere) Cu o lipsă a acestor factori, apoptoza are loc în celulele ciclului, iar acest lucru limitează creșterea țesuturilor Pe fig o, de exemplu, s-a demonstrat că proteina c-Myc promovează nu numai proliferarea celulară, ci și apoptoza acestora Prin urmare, expresia acestei proteine în țesut, în absența altor semnale, nu favorizează neapărat expansiunea celulară (sau creșterea tumorii) Relația de bază dintre ciclul celular și apoptoză este probabil fundamentală pentru a elucida întrebarea dacă noi, ca organism multicelular cu viață lungă, putem exista fără a dezvolta cancer Ciclul celular nu este cauza apoptozei; aceleași molecule care asigură intrarea celulei în ciclu declanșează și apoptoza, care este suprimată de semnale anti-apoptotice Deși c-Myc promovează proliferarea și apoptoza, Bcl- sau Bcl-xL pot funcționa împreună cu c-Myc și pot începe procesul de oncogeneză prin blocarea apoptozei Într-adevăr, activarea proteinelor anti-apoptotice din familia Bcl- este adesea observată la oameni în timpul cancerului O astfel de relație de cooperare între cele două tipuri de oncogene în cancer (pro-apoptotic și proliferativ, plus anti-apoptotic) reprezintă probabil un principiu general În general, se poate spune că oncogenele pot fi similare cu c-Mus (contribuind ambele la OREZ , c-Myc și proteinele înrudite nu numai că direcționează celula în ciclu, dar o sensibilizează și la moarte prin apoptoză Ca urmare, în absența unor semnale suplimentare, nu se observă creșterea țesuturilor Când apoptoza este blocată, de exemplu, de factori de creștere, numărul total de celule începe să crească Capacitatea c-Myc de a sensibiliza celulele la apoptoză este o proprietate fundamentală a acestei proteine și nu un efect secundar al influenței sale asupra ciclului celular Astfel de mecanisme sunt probabil centrale pentru menținerea homeostaziei tisulare normale și prevenirea creșterii lor maligne CAPITOLUL Apoptoza fermentație și apoptoză), Bcl- (blocarea apoptozei fără a afecta proliferarea) sau similar cu ambele (promovarea proliferării și blocarea apoptozei datorită semnalelor multiple) Proteina Ras în forma sa activă poate fi implicată în diferite căi de semnalizare care conduc la aceste două rezultate Astfel, în funcție de condiții, Ras poate fie promova, fie inhiba apoptoza Celulele apoptotice dispar, dar amintirea lor rămâne în organism Captarea și îndepărtarea celulelor apoptotice au un efect de durată asupra sistemului imunitar După cum sa menționat la începutul acestei secțiuni, cea mai importantă diferență între necroză și apoptoză este aceea că că necroza provoacă un răspuns inflamator intens, în timp ce de obicei este necaracteristică pentru apoptoză Cu toate acestea, îndepărtarea celulelor apoptotice nu are loc "în tăcere"; atunci când sunt capturate, inflamația și răspunsul imun pot fi suprimate De exemplu, atunci când celulele apoptotice sunt îndepărtate, formarea de NO sintetazei inductibile, o enzimă care produce oxid nitric, care este o moleculă importantă de semnalizare implicată în inflamație, poate fi suprimată Cu toate acestea, captarea celulelor apoptotice de către celulele dendritice, care sunt celule cheie producătoare de antigen ale limfocitelor T, poate duce la faptul că, ca urmare a producerii de antigene în organism, este indusă o stare de toleranță imună Sistemul imunitar este "instruit" să nu genereze memorie imunologică pe termen lung la antigenele caracteristice celulelor apoptotice Potrivit unor idei moderne despre funcționarea sistemului imunitar, acesta este un mecanism important pentru menținerea auto-toleranței sistemului imunitar În prezent, se încearcă utilizarea celulelor apoptotice în scopuri practice, pentru a "înșela" sistemul imunitar Incapacitatea de a curăța eficient celulele apoptotice poate sta la baza patogenezei lupusului eritematos sistemic (LES) Această boală produce autoanticorpi la mulți antigeni intracelulari, inclusiv proteine nucleare și ADN dublu catenar Semnul diagnostic al bolii este prezența corpurilor LE în sânge Acești corpuri sunt celule apoptotice, fie în formă liberă, fie în proces de fagocitoză Șoarecii cu funcția MFG-E sau MER afectată și, prin urmare, cu defecte în îndepărtarea celulelor apoptotice (vezi mai sus) dezvoltă o boală asemănătoare LES Ce urmeaza? Întrebarea "Ce urmează?" este cel puțin una filozofică După cum spune o lucrare, "este greu să o vezi: este mereu în mișcare, este viitorul" Deși predicția nu este o disciplină științifică, ne putem gândi la studii care ar putea face lumină asupra aspectelor încă obscure ale morții celulare Cu toate acestea, trebuie avut în vedere faptul că una dintre trăsăturile biologiei care o face atât de interesantă este imprevizibilitatea sa Având în vedere acest lucru, să ne uităm la viitorul cercetării morții celulare Deși am descris două căi de apoptoză în detaliu, există, desigur, mai multe Caspaza- este o caspază inițiatoare care se leagă de molecula adaptor RAIDD și este activată (o altă moleculă, PIDD, este, de asemenea, implicată în activarea caspazei- ) Cu toate acestea, știm încă foarte puține despre cum și când această cale apoptotică începe să-și joace rolul, deși există câteva sugestii Caspaza- poate fi implicată în apoptoza indusă de șocul termic, în modificările metabolismului celular și, în unele cazuri, în deteriorarea ADN-ului De asemenea, se știe puțin despre activarea caspazei- și rolul pe care îl poate juca în apoptoză sau inflamație Dimpotrivă, deși știm destul de multe despre activarea caspazei- și rolul său în apoptoză, nu avem idee cum această protează și partenerii săi, FADD și c-FLIP, sunt implicați în procesul de dezvoltare (după cum s-a menționat mai sus, knockout) dintre aceste gene provoacă letalitate în stadiile incipiente ale embriogenezei) Moartea celulară în organism nu are loc întotdeauna pe calea apoptozei Unele forme de necroză pot fi procese controlate (și nu doar rezultatul unei leziuni celulare accidentale) Cu toate acestea, studiile recente sunt concentrate pe studiul unei alte forme de moarte celulară, care este însoțită de procesul de autofagie Autofagia se observă în toate celulele eucariote, iar semnificația ei constă în faptul că este o formă de obținere a energiei necesare supraviețuirii în absența nutrienților Încă nu știm dacă "moartea celulelor autofagice" este cauzată de autofagie sau de altă cauză În următorii câțiva ani, vom asista la stabilirea unei relații între principalele căi de apoptoză și alte evenimente intracelulare Semnalele din ciclul celular, citoscheletul, sistemele de reparare, reacțiile de stres, calciul și alți ioni, iar reacțiile metabolice afectează anumite elemente ale procesul de apoptoză, dar se știe puțin despre aceste semnale și țintele lor în relație cu mecanismul apoptotic în general Ce urmeaza? La fel de importante sunt semnalele care susțin supraviețuirea celulelor De asemenea, trebuie să înțelegem mai bine natura lor Căile de semnalizare care blochează apoptoza joacă un rol critic în dezvoltarea normală a țesuturilor, dar dacă nu funcționează corect, ele pot duce la creșterea nedorită a țesuturilor și dezvoltarea tumorii Deși sunt cunoscute multe mecanisme care asigură viabilitatea celulelor, detaliile funcționării acestora, care asigură blocarea apoptozei, rămân subiectul unor cercetări intense Mai avem multe de învățat despre apoptoză, dar așa cum arată acest capitol, înțelegem deja multe În ciuda acestui fapt, încă nu ne-am folosit cunoștințele pentru a lupta eficient împotriva bolilor Inhibitorii de caspază sunt în prezent în studii clinice pentru a preveni apoptoza în unele cazuri de leziuni tisulare Inhibitorii Bax și Bac pot acționa ca agenți pentru a preveni moartea celulară nedorită în etapele incipiente (și reversibile) ale procesului În schimb, inhibitorii din familia proteinelor anti-apoptotice Bcl- sunt utilizați ca agenți anti-cancer Această abordare pare promițătoare Inhibitorii farmacologici ai IAP sunt utilizați pentru a spori activarea caspazei în celulele tumorale și, de asemenea, prezintă o anumită eficacitate (deși nu știm sigur dacă aceștia acționează de fapt prin acest mecanism) O predicție care poate fi făcută cu siguranță în domeniul cercetării mecanismelor morții celulare este că interesul pentru aceasta nu se va pierde rezumat Apoptoza este o formă de moarte celulară în celulele animale care joacă un rol în dezvoltarea normală și homeostazia țesuturilor, precum și în condiții patologice ale organismului, inclusiv infecții virale și cancer În timpul apoptozei, celulele sunt "împachetate" pentru a fi pregătite pentru îndepărtarea rapidă de către fagocite Procesul de apoptoză implică acțiunea unei serii de proteaze numite caspaze Caspazele sunt activate de una sau mai multe căi de apoptoză La mamifere, cele mai studiate două căi de apoptoză sunt calea extrinsecă care implică receptorii și calea intrinsecă, mitocondrială În calea extrinsecă, legarea receptorilor specializați de moarte celulară, un subgrup al familiei de receptori TNF, determină dimerizarea inițiatorului caspaza- și activează enzima La rândul său, caspaza scindează și activează caspazele efectoare- și - , care reglează apoptoza În calea mitocondrială, proteinele din familia Bcl- cauzează provoacă distrugerea membranei exterioare a mitocondriilor și eliberarea de proteine în citosol Citocromul c astfel eliberat activează APAF- , care formează oligomeri și, la rândul său, prin legarea la inițiatorul caspaza- , îl activează Caspaza inițiatoare scindează și activează caspazele efectoare- și - implicate în apoptoză Bibliografie Introducere Revizuire Kerr, JF, Wyllie, A H și Currie, A R , Apoptoza: un fenomen biologic de bază cu implicații pe scară largă în cinetica țesuturilor Br J Cancer v p - Wyllie, AH, Kerr, JF și Currie, AR, Moartea celulară: semnificația apoptozei Int Rev Cytol n p - Caspazele reglează apoptoza prin scindarea unor substraturi specifice Revizuire Fischer, U , Jănicke, RU și Schulze-Osthoff, K , Many cuts to ruin: A complete update of caspase substrates Cell Deatb Differ n ora : - Caspazele efectoare sunt activate la clivaj, în timp ce caspazele inițiatoare sunt activate la dimerizare Revizuire Boatright, K M și Salvesen, GS, Mecanisme de activare a caspazei Curr Opinează CellBiol n ora p m - Fuentes-Prior, P și Salvesen, GS, Structurile proteice care modelează activitatea, specificitatea, activarea și inhibiția caspazei B/ocZ)em / v p - Lahm, A , Paradiși, A , Green, D Rn și Melino, G , Death fold domain interaction in apoptosis Moartea celularăb Diferă v ora : - Cercetare Berglund, H , Olerenshaw, D , Sankar A , Federwisch, M , Mcdonald, NQ, Driscoll, PC Structura soluției tridimensionale și proprietățile dinamice ale domeniului morții umane Fadd / Mol Biol v p - Boatright, K M , et al , Un model unificat pentru activarea caspazei apicale Mol CellN ora - Huang, B , Eberstadt, M , Olejniczak, ET, Meadows, RP, Fesik, SW Structura RMN și mutageneza domeniului de moarte Fas (APO- /CD ) Natura v p - Riedl, SJ, Fuentes-Prior, P , Renatus, M , Kairies, N , Krapp, S , Huber, R , Salvesen, GS și Bode, W , Baza structurală pentru activarea umană procaspaza- Proc Natl Acad sci SUA v p - CAPITOLUL Apoptoza Vaughn, DE, Rodriguez, J , Lazebnik, Y , Joshua-Tor, L, Structura cristalină a domeniului de recrutare a caspazei Apaf- : O cheie grecească alfa-helicală pentru semnalizarea apoptoticăj Mol Biol v p - Unii inhibitori proteici ai apoptozei (IAP) blochează acțiunea caspazelor Revizuire Shi, Y , Activarea, inhibiția și reactivarea caspazei: O viziune mecanică Proteine Sci v ora p m - Vaux, D L și Silke, J , IAPs, RINGs and ubiquitylation Nat Rev Mol Biol celular n p - Suzuki, M , Youle, RJ și Tjandra, N Structure of Bax: Coreregulation of dimer form and intracelular localization Celula v p - McDonnell, JM, Fushman, D , Milliman, CL, Korsmeyer, SJ și Cowburn, D Structura soluției moleculei proapoptotice BID: O bază structurală pentru agoniştii și antagoniştii apoptotici Celula v p - Activarea Bax și Bak este controlată de alte proteine din familia Bcl- Revizuire Danial, NN, and Korsmeyer, SJ, Cell death: Criticai control points Celula v p - Unele caspaze funcționează în inflamație Revizuire Martinon, F și Tschopp, J , Caspaze inflamatorii: Legătura unui sistem imunitar înnăscut intracelular cu bolile autoinflamatorii Celula n p - Citocromul c, eliberat cu o creștere a MOMP, induce activarea caspazei Semnalul extern la apoptoză este transmis prin receptorii de moarte celulară Revizuire Bodmer, J L, Schneider, P și Tschopp, J , Arhitectura moleculară a superfamiliei TNF Tendințe Biocbem sci v p - Revizuire NII, M M , Adrain, C și Martin, SJ, Portrait of a killer: The mitocondrial apoptosome emerges from the shadows Mol Interv n p - Cercetare Bao, Q , Riedl, SJ, and Shi, Y , Structure of Apaf- in the auto-inhibited form: A critici role for ADP Ciclul celular v p - Apoptoza indusă prin legarea la receptorii TNFR este complexă Revizuire Aggarwal, V V , Căile de semnalizare ale superfamiliei TNF: O sabie cu două tăișuri Nat Rev Imunol v p - Cercetare Barnhart, B C și Peter, ME, Receptorul TNF : un complex de personalitate divizată Celula v p - MOMP poate induce moartea celulară independentă de caspază Revizuire Chipuk, J E și Green, DR, Inductorii apoptozei declanșează moartea celulară independentă de caspază? Nat Rev Mol Biol celular n p - O creștere a MOMR poate fi cauzată de o ruptură a membranei mitocondriale exterioare Revizuire Halestrap, A , Biochimie: sau un mod de a muri Natura n p - Calea mitocondrială a apoptozei Revizuire Green, DR, Căi apoptotice: învelișuri de hârtie stone blunts foarfece Celula n p - Proteinele aparținând familiei Bcl- sunt implicate în creșterea MOMP și apoptoză și servesc, de asemenea, ca regulatori ai acestor procese Cercetare Liu, X , Dai, S , Zhu, Y , Marrack, P și Kappler, JW Structura unui complex de fragmente Bcl-xl/Bim: Implicații pentru funcția Bim Imunitatea v p m - Multe date despre mecanismul apoptozei au fost obținute pe nematodul C elegans Revizuire Kinchen, J M și Hengarmer, M O , Povești despre canibalism, sinucidere și crimă: moartea celulară programată la C elegans Curr top dev Biol n p - Apoptoza la insecte are caracteristici care o deosebesc de acest proces la mamifere și nematode Revizuire Nau, V A , Huh, JR și Guo, M Genetica morții celulare: Abordări, perspective și oportunități în Drosophila Nat Rev Genet v p - Referințele Interacțiunile intercelulare sunt necesare pentru a elimina celulele apoptotice Revizuire Lauber, K , Blumenthal, SG, Waibel, M și Wesselborg, S , Clearance of apoptotic cells: getting rid of the cadavres Mol CellN ora p m - Reddien, PW și Horvitz, HR, Procesul de înghițire al morții celulare programate la Caenorhabditis elegans Annu Rev celldev Biol v p - Apoptoza joacă un rol în dezvoltarea bolilor precum infecțiile virale și cancerul Revizuire Clem, RJ, Rolul apoptozei în apărarea împotriva infecției cu baculovirus la insecte Curr top microbiol Imunol n p - Green, DR și Evan, G L, O chestiune de viață și de moarte Celulă canceroasăN p - Polster, B M , Pevsner, J și Hardwick, JM, Omologi virali Bcl- și rolul lor în replicarea virusului și bolile asociate biochim Biophys Acta v p - Celulele apoptotice pleacă dar amintirea lor rămâne în trup Revizuire Munoz, L E, Gaipl, SUA, Franz, S , Sheriff, A , Voii, RE, Kalden, JR și Herrmann, M , LES - o boală a deficitului de clearance? Reumatologie (Oxford) v p - Skoberne, M , Beignon AS, Larsson, M și Bhardwaj, N , Celulele apoptotice la răscrucea de toleranță și imunitate Curr top microbiol Imunol v p - CAPITOLUL Apoptoza Cancer - puncte cheie și prezentare generală Robert A Weinberg Whitehead Institute for Biomedical Research și Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, MA În timpul transformării experimentale a celulelor epiteliale mamare cu introducerea unui set de oncogene și a unei gene care codifică telomeraza, se obțin celule care seamănă cu o tumoare foarte comună - carcinom invaziv al canalului de lapte Tumora prezentată în figură prezintă mai multe canale și un număr mare de celule mezenchimale derivate din celule gazdă care au evoluat în celule stromale asociate tumorii (dreapta sus) Fotografie prin amabilitatea lui Tan A Ince, Harvard Medical School REZUMATUL CAPITOLULUI O tumoare este o masă de celule care provine dintr-o singură celulă Celulele canceroase au o serie de caracteristici fenotipice Celulele canceroase se formează după deteriorarea ADN-ului Mutațiile anumitor gene provoacă celule canceroase Genomul celular conține o serie de proto-oncogene Sunt necesare două mutații pentru a inactiva o genă supresoare de tumoră Formarea tumorii este un proces complex Procesele de creștere și proliferare celulară sunt activate de factori de creștere Creșterea celulară poate fi blocată și acestea pot ieși din ciclu Supresorii tumorali blochează intrarea prematură a celulelor în ciclu Mutațiile genelor care asigură stabilitatea genomului și repararea ADN-ului pot crește fondul general al mutațiilor Celulele canceroase pot deveni nemuritoare Accesul celulelor tumorale la substraturile nutritive este asigurat de angiogeneză Celulele canceroase pot invada alte organe Ce urmeaza? rezumat Bibliografie O tumoare este o masă de celule care provine dintr-o singură celulă Puncte cheie • Tumora se dezvoltă dintr-o singură celulă mutantă și apoi metastazează • Tumorile sunt de origine clonală • Tumorile sunt clasificate după tipul de celule Cancerul este o boală a celulelor care se dezvoltă în organism la momentul nepotrivit și în locul nepotrivit Când apar mutații în celule care perturbă reglarea diviziunii, acestea se înmulțesc, formând mase numite tumori Tumorile de origine necanceroasa (benigne) nu sunt invazive si nu afecteaza alte tesuturi, in timp ce tumorile canceroase (maligne) prezinta proprietati distructive Creșterea tumorii este însoțită de creșterea de noi vase de sânge care hrănesc tumora; acest proces se numește angiogeneză În cele din urmă, celulele maligne pot părăsi locația inițială și se pot muta în noi locații din organism Acest proces se numește metastază Evenimentele enumerate sunt prezentate schematic în /Fig iz i Întreaga masă de celule tumorale este o excrescență monoclonală, în care toate celulele sunt descendente ale unei singure celule progenitoare Această celulă progenitoare a păstrat deteriorarea inițială care a determinat-o să intre pe calea aberantei a crescut și a devenit malign Deși deteriorarea ar fi putut avea loc cu decenii înainte de descoperirea tumorii, emitem ipoteza că descendenții celulei progenitoare continuă să prezinte multe dintre aberațiile derivate din aceasta Astfel, dacă luăm în considerare natura aberațiilor din celula progenitoare, putem afla multe despre proprietățile descendenților ei și, la rândul său, putem prezice proprietățile tumorii în ansamblu Din această perspectivă, cancerul pare a fi o boală a celulelor și multe, dacă nu toate, proprietățile tumorilor comune pot fi prezise din proprietățile celulelor individuale care le alcătuiesc În corpul uman, multe tipuri diferite de celule pot forma tumori Mai mult, fiecare tip de tumoare este caracterizat prin caracteristici histologice (adică, microscopice) și proprietăți biologice Prin urmare, tumorile canceroase se pot dezvolta în mai mult de de zone diferite ale corpului și prezintă o gamă largă de proprietăți Chiar și în limitele tumorilor de același tip, există o mare variabilitate a proprietăților histologice și biochimice ale celulelor Cu toate acestea, în timp ce specificitatea celulei poate determina proprietățile tumorii (de exemplu, în comparație cu carcinoamele bazocelulare, melanoamele sunt mai invazive), toate celulele canceroase au proprietăți biochimice fundamentale, cum ar fi creșterea și diviziunea necontrolată Tumorile sunt clasificate în patru grupe principale, care sunt determinate de tipul de celule din care provin aceste diferite neoplazii sau mase în creștere de celule anormale Cele mai frecvente tumori umane sunt carcinoamele, care se formează în timpul transformării MUTAŢIE Mutaţie CREȘTEREA TUMORILOR Celulele tumorale își pierd organizarea și încep să prolifereze rapid; are loc angiogeneza Ca urmare a mai multor mutații, restricțiile asupra diviziunii celulare sunt eliminate Vas de sânge celule tumorale INVAZIE Celulele maligne se răspândesc prin vasele de sânge și prin sistemul limfatic epiteliu Cancerul se poate dezvolta atât ca tumoră locală, cât și poate produce metastaze extinse Diagrama prezintă principalele etape ale creșterii tumorii celulelor epiteliale ca urmare a apariției mutațiilor în acestea CAPITOLUL Cancerul - elemente de bază și prezentare generală ÎNREGISTRAT LOCALIZARE TUMORALA CAZURI NOI MORTALITATE Toate tumorile Cavitatea bucală și faringe Aparatul digestiv Aparatul respirator Țesuturi moi (inclusiv inima) Oasele și articulațiile Piele (excluzând epiteliul bazal și scuamos) Glanda mamară Aparatul reproducător Sistem urinar Ochiul și orbita Creierul și alte organe ale sistemului nervos Sistem endocrin Limfoame Mielom multiplu Leucemii Tumori de altă localizare și necunoscută Frecvența dezvoltării tumorilor diferitelor țesuturi, natura procesului tumoral și eficacitatea tratamentului acestuia variază semnificativ Sursa: Societatea Americană de Cancer, Inc celule epiteliale care căptușesc cavitățile și suprafețele diferitelor organe Carcinoamele comune includ cele ale plămânului, colonului, sânului, prostatei, stomacului, pancreasului și pielii Ceva mai rar se dezvoltă sarcoame, care apar din țesutul mezenchimal format din fibroblaste și celule similare ca tip; tumorile oaselor și mușchilor aparțin aceluiași grup Organele hematopoiezei (hematopoieza) servesc ca ținte frecvente în carcinogeneză, iar transformarea malignă a celulelor corespunzătoare duce la dezvoltarea de leucemii, limfoame, mieloame și boli asociate Al patrulea grup include tumorile din celulele neuroectodermice Acestea includ neuroblastoame, glioblastoame, neuroame, neurofibrosarcoame și melanoame Pe g ml " este prezentată incidenţa diferitelor forme de cancer în SUA în anul Oncologia evoluează rapid de la o simplă descriere a unor fenomene diverse și aparent fără legătură într-un sistem coerent în care proprietățile celulelor și tumorilor pot fi exprimate în termeni de mai multe caracteristici de bază Această secțiune descrie aceste caracteristici și modul în care acestea pot explica natura complexă și variabilă a tumorilor umane Celulele canceroase au un număr caracteristici fenotipice Puncte cheie Celulele canceroase au mai multe proprietăți specifice Spre deosebire de celulele sănătoase, atunci când cresc pe cutii Petri, când sunt în contact cu celulele din jur, celulele canceroase nu se opresc din diviziunea Celulele canceroase au o nevoie redusă de factori de creștere pentru a susține creșterea și proliferarea Spre deosebire de celulele sănătoase, celulele canceroase care cresc în cultură nu trebuie să se atașeze de substraturi fizice - această independență a creșterii față de fixarea la suprafață este trăsătura lor caracteristică Spre deosebire de o cultură de celule sănătoase, în care diviziunea se oprește după un anumit număr de cicluri, celulele canceroase sunt nemuritoare și de aceea, după formarea unui anumit număr de generații de celule, nu se opresc din diviziunea Celulele canceroase sunt adesea caracterizate de aberații cromozomiale, inclusiv modificări ale numărului de cromozomi și ale structurii acestora De ani de zile, cercetătorii au descris caracteristicile specifice ale celulelor canceroase Ele sunt rezumate în Fig iz z Multe dintre aceste caracteristici sunt mai bine studiate prin creșterea celulelor în cultură (in vitro) decât prin Celulele canceroase au o serie de caracteristici fenotipice OREZ Celulele canceroase diferă de celulele sănătoase în mai multe moduri Caracteristici celule sănătoase Celule canceroase Inhibarea de contact a creșterii Există Absenta Cerințe pentru factorii de creștere Ridicat Scăzut Capacitate de creștere atașată Caracteristică Absent Puncte de control pentru cicluri Există Nu există Profil cariotip Normal Anormal Abilitatea de a prolifera nelimitat limitat țesuturile corpului (t vivo) Majoritatea celulelor canceroase sunt cultivate convenabil în cutii Petri În același timp, multe tipuri de celule sănătoase sunt mult mai dificil de crescut in vitro (rețineți că celulele "normale" care cresc în cultură suferă unele modificări care le promovează creșterea, iar pentru mai multe despre aceasta, vezi Formarea tumorilor este un proces complex ) Celulele sănătoase plasate într-o cutie Petri cu un mediu nutritiv se așează pe fund și se divid până umplu tot fundul, după care creșterea lor se oprește Acest fenomen se numește inhibiție de contact și înseamnă că atunci când celulele intră în contact unele cu altele, mecanismul de proliferare este oprit Prin urmare, celulele normale formează un strat a cărui grosime corespunde unei celule, adică un monostrat Când un strat de celule acoperă complet fundul plăcii Petri, se numește monostrat confluent Celulele canceroase se comportă într-un mod complet diferit Pe fig Figura arată că atunci când cresc pe cutii Petri, creșterea lor continuă mult timp după ce au format contacte de la celulă la celulă Incapacitatea de a opri diviziunea duce la faptul că celulele încep să formeze straturi una pe suprafața celeilalte Dacă celulele canceroase cresc într-un număr mare de celule normale pe cutiile Petri, atunci în cele din urmă descendenții lor formează dens grupuri de celule inconjurate de un monostrat de celule sanatoase numite focare Numărul de astfel de trucuri este ușor de numărat chiar și cu ochiul liber Astfel, biologii pot număra cu ușurință numărul de clone de celule transformate din populația sănătoasă Pierderea inhibiției contactului nu este singurul semn distinctiv al celulelor canceroase Când o suspensie a acestor celule este amestecată cu gel de agar și plasată într-o cutie Petri, ele formează colonii sferice Dimpotrivă, celulele sănătoase nu sunt capabile să crească în suspensie și, pentru a se înmulți, trebuie să fie ferm atașate de suprafața fundului vasului Petri Prin urmare, celulele sănătoase se caracterizează prin creșterea atașată, spre deosebire de celulele canceroase, a căror creștere nu depinde de atașare Celulele care sunt ușor de cultivat in vitro includ celule de țesut conjunctiv numite fibroblaste Atunci când o cultură de fibroblaste care cresc în vase Petri este transplantată în alte vase pe măsură ce se ajunge la confluență, celulele continuă să crească și să se dividă, dar după un anumit timp nu mai proliferează Oprirea creșterii înseamnă că celulele sunt într-un fel capabile să limiteze numărul de cicluri de diviziune și că atunci când linia celulară a epuizat numărul alocat de cicluri de diviziune, creșterea sa se oprește Acest lucru se întâmplă chiar dacă Orez Într-un microscop electronic cu scanare, se vede că celulele sănătoase se răspândesc și formează excrescențe lungi, în timp ce celulele tumorale se rotunjesc și formează mase compacte dense Fotografii prin amabilitatea lui J Steven Martin, Universitatea din California, Berkeley CAPITOLUL Cancerul - elemente de bază și prezentare generală că condițiile de mediu rămân optime pentru proliferare Acest lucru este dovedit de observația că, în funcție de tipul celulelor și de sursa (organismul) acestora, proliferarea se oprește după formarea a , sau de generații de celule, ilustrează acest punct În comparație cu celulele sănătoase, celulele canceroase sunt un contrast complet Odată adaptate la condițiile de cultivare, ele sunt capabile de o proliferare nesfârșită și astfel sunt imortalizate Culturile de celule canceroase au și alte caracteristici care le deosebesc de celulele sănătoase Atunci când cresc o cultură de celule sănătoase, au nevoie de suplimente nutritive care sunt mai mult decât componente nutriționale (aminoacizi, glucoză, vitamine) Mediul de cultură trebuie să conțină și ser derivat din sânge de vițel Acest ser conține factori de creștere (GF), care sunt proteine care sunt secretate de unele celule pentru a susține creșterea altora Un factor obișnuit de creștere a serului, factorul de creștere derivat din trombocite (PDGF), este eliberat din trombocite în timpul procesului de coagulare după leziuni tisulare De obicei, atunci când PDGF este eliberat la locul suprafeței plăgii, are un efect stimulator asupra creșterii fibroblastelor învecinate, care apoi participă la regenerarea țesuturilor În mod similar, prezența unui factor în mediul de creștere este necesară pentru a stimula creșterea fibroblastelor pe cutiile Petri; fără adăugarea de PDGF, celulele rămân viabile săptămâni întregi, nu se divid și nu cresc Alți factori de creștere, cum ar fi factorul de creștere epidermică (EGF), sunt necesari pentru creșterea diferitelor tipuri de celule epiteliale în cultură Pe și >mecanismele de acțiune ale factorilor de creștere sunt prezentate De fapt, toate tipurile de celule sănătoase necesită prezența unuia sau mai multor factori de creștere în mediu pentru a le stimula reproducerea Această observație a condus la o concluzie importantă cu privire la caracteristicile biologice ale majorității celulelor - acestea nu proliferează decât dacă există un stimul extern inductor, în special legat de semnalele transmise de GF prezente în mediu Această concluzie este complet inaplicabilă celulelor canceroase și necesită concentrații semnificativ mai mici de GF decât celulele sănătoase Celulele canceroase sunt capabile să-și stimuleze propria proliferare, creștere și diviziune și, prin urmare, sunt în mare măsură independente de semnalele de creștere exogene Important este că celulele canceroase rareori devin complet independente de factorii externi de creștere Mai des, ele rămân dependente de anumiți factori celulari care sunt necesari pentru proliferarea tipului corespunzător de celule sănătoase Deci, pentru creșterea celor mai multe tipuri de tumori mamare, sunt necesari estrogeni, iar pentru creșterea tumorilor de prostată, androgeni (Deși este de obicei considerat pasaje I - - - Relativ numărul de celule Faza II faza qi Primar cultură Faza I Luni Creșterea populației de celule sănătoase se oprește într-o măsură mai mică; - de dublari După aceea, populația intră în așa-numita fază de repaus FiledExp celulă Res , voi , Hayflick L și PS Morrhead Cultivarea în serie pp - Plk iz d Schema tipică a evenimentelor intracelulare în timpul transmisiei semnalului Ligandul (în acest caz, PDGF) se leagă de receptor și activează o cascadă de evenimente intracelulare care conduc la o schimbare a stării celulei Principalele procese de semnalizare în celulă sunt fosforilarea proteinelor, precum și hidroliza lipidelor și GTP Celulele canceroase au o serie de caracteristici fenotipice : ambii agenți sunt considerați a fi hormoni, ei reglează proliferarea celulelor canceroase funcționând ca factori de creștere ) Factorul de creștere asemănător insulinei l (IGF-l) este, de asemenea, necesar pentru a menține supraviețuirea multor tipuri de celule canceroase umane Spre deosebire de PDGF și EGF, care stimulează creșterea, unii factori extracelulari inhibă proliferarea celulară Printre cei mai studiați factori de acest fel se numără TGF- , care prezintă un efect inhibitor puternic asupra proliferării diferitelor tipuri de celule epiteliale În acțiunea sa, seamănă cu GF cu efect negativ (din cauza capacității sale de a induce creșterea neaderentă a unor celule, a primit numele său original de factor de creștere tumorală) Din nou, spre deosebire de celulele sănătoase, celulele canceroase reacţionează diferit la prezenţa acestui factor Mulți dintre ei au dezvoltat capacitatea de a rezista efectului inhibitor al TGF- și continuă să se dividă în prezența unor concentrații destul de semnificative ale acestui GF cu efect negativ Astfel, celulele canceroase prezintă o relație inegală cu moleculele de semnalizare prezente în mediul extern Ele sunt relativ independente de semnalele exogene care stimulează creșterea și, în același timp, dezvoltă rezistență la semnalele care o suprimă Această atitudine față de moleculele de semnalizare ne permite să tragem o concluzie generală cu privire la biologia celulei canceroase: aceste celule pierd contactul cu moleculele de semnalizare prezente în mediul lor (și anume GF-urile care acționează pozitiv și negativ) O altă caracteristică importantă a celulelor canceroase este că acestea sunt adesea caracterizate de aberații Această microfotografie prezintă o pregătire cromozomială a unei celule dintr-unul dintre cancerele colorectale Cromozomii sunt colorați folosind sonde de hibridizare specifice marcate cu diverși fluorocromi, care permit vizualizarea defectelor în structura și cantitatea lor Fotografie prin amabilitatea lui Prasad W Jallepalli, Sloan-Kettering Cancer Center Jalltpalli, P V și Lengauer, C Nature Review Cancer : - set de cromozomi rand: unii cromozomi sunt absenți, alții sunt prezenți în exces, iar atunci când segmente de cromozomi normali sunt combinate, se formează cromozomi neobișnuiți O astfel de anomalie a cromozomilor, numită aneuploidie, contrastează cu imaginea normală a setului de cromozomi caracteristic celulelor sănătoase - euploidie Figura d şi * h prezintă o micrografie a unei celule tumorale aneuploide obţinute după hibridizarea fluorescentă in situ Rezumând toate cele de mai sus, putem concluziona că celulele canceroase sunt caracterizate de un număr semnificativ de anomalii diferite Cu toate acestea, lista caracteristicilor lor nu este exhaustivă Trebuie avut în vedere faptul că celulele canceroase și sănătoase au, de asemenea, o serie de trăsături comune, ceea ce face adesea foarte dificilă distrugerea lor selectivă fără a le afecta pe cele sănătoase Se formează celule canceroase după lezarea ADN-ului I Fundamente Agenții care cauzează cancer pot deteriora ADN-ul Mutațiile într-un număr de gene provoacă creșterea anormală a celulelor Ames a dezvoltat un test pentru activitatea carcinogenă a compușilor chimici Cancerul se dezvoltă de obicei din celule somatice Agenții care provoacă cancer, cum ar fi substanțele chimice sau razele X, sunt numiți cancerigeni Mulți agenți cancerigeni au un efect acționând ca mutageni Agenții cancerigeni intră în organism și infectează celulele din organele țintă, provocând mutații în genele critice Ulterior, astfel de gene mutante afectează proprietățile celulelor și ale descendenților acestora, provocând o creștere anormală La început, relația dintre carcinogeneză și mutageneză nu a fost atât de evidentă Cercetările asupra acestei probleme au luat amploare de la publicarea lucrării lui Bruce Ames în Acest autor a arătat că, cu cât un agent chimic mutagen este mai puternic, cu atât este mai probabil ca acesta să acționeze ca un cancerigen puternic Pe > TSG și o copie a tipului sălbatic Această stare de heterozigozitate este transmisă tuturor celulelor corpului Din motive necunoscute, această heterozigote la locusul genei Rb predispune la dezvoltarea unei anumite tumori oculare la începutul vieții și la osteosarcoame (tumori osoase) în adolescență În orice caz, se știe că celula țesutului țintă pierde alela supraviețuitoare a genei Rb de tip sălbatic și pierde complet activitatea acestei gene; această pierdere apare adesea prin mecanismul LOH O astfel de celulă, care este un dublu mutant, satisface prima cerință pentru formarea tumorii Probabilitatea formării tumorii în organul țintă crește foarte mult, deoarece una dintre cele două mutații necesare este deja prezentă în toate celulele sale Acest lucru s-a întâmplat deoarece țesutul s-a format în timpul dezvoltării embrionare Moștenirea altor gene supresoare tumorale defecte duce la dezvoltarea altor cancere familiale Multe cazuri de sindrom Li-Fraumeni, care se caracterizează printr-o incidență crescută a tumorilor de origine epitelială și mezenchimală, se datorează moștenirii unei alele mutante a uneia dintre genele supresoare tumorale, p (pentru mai multe despre această genă, vezi ) Mutațiile genelor care asigură stabilitatea genomului și repararea ADN-ului pot crește fondul general al mutațiilor) Două tipuri de neurofibromatoză sunt asociate cu transmiterea alelelor mutante ale NF- sau NF- de la părinți la urmași Polipoza adenomatoasă familială, care se manifestă prin dezvoltarea multor polipi la nivelul colonului, dintre care unii se pot transforma în carcinom, se datorează moștenirii unei gene APC defecte Dacă o copie a genei APC este îndepărtată dintr-o celulă epitelială intestinală, atunci descendenții celulelor APC- rezultate suferă aceleași modificări genetice care sunt caracteristice dezvoltării carcinomului de colon spontan (tip non-familial) Formarea tumorii este un proces complex Cancerul este o boală cu mai multe etape și sunt necesare două până la șase mutații diferite pentru a forma o tumoare Formarea tumorii este accelerată de expansiunea clonală În același timp, clonele de celule anormale care apar în mod constant depășesc clonele care conțin mai puține celule mutante Cancerul este o boală complexă, în mai multe etape și, adesea, durează decenii până să ajungă în stadiul final Țesutul canceros poate conține celule complet sănătoase, celule tumorale (cu semne clinice adecvate) și zone de celule care ocupă o poziție intermediară De exemplu, în cancerul de colon, se poate distinge o zonă de epiteliu intestinal sănătos care căptușește suprafața sa interioară, urmată de o zonă de hiperplazie moderată (conținând un exces de celule), apoi o zonă de displazie (formată din celule epiteliale alterate, inclusiv polipi imaturi) și, în final, zone care constau din polipi mari (neoplasme neinvazive localizate care cresc adesea în lumenul intestinal) De asemenea, puteți vedea un adevărat carcinom invadând stratul muscular al intestinului; tumori care au încolțit acest strat și formează colonii (metastaze) în locuri îndepărtate de focarul principal, de exemplu, în ficat Dacă starea celulelor epiteliale intestinale în diferite stadii ale procesului tumoral este comparată cu natura mutațiilor, atunci se dovedește că dezvoltarea tumorii se datorează mutațiilor în patru loci genetici diferite Cu cât stadiul dezvoltării tumorii a fost mai târziu (adică, cu cât era mai malign), cu atât a fost mai mare numărul de variante mutante ale acestor patru gene care au fost găsite în genom, Fig iz il ilustrează corelația dintre dezvoltarea tumorii și natura mutațiilor Aceste date sunt doar corelative, dar sugerează că, cu fiecare mutație, celula se apropie de o stare complet malignă CAPITOLUL Cancerul - Noțiuni de bază și prezentare generală CELULELE SĂNĂTOASE lumenul intestinal comercianți cu amănuntul / funcționari Vas de sânge ADENOM CLASA II V ADENOM CLASA III ^Alte modificări" CANCER METASTAZIC (activare K-ras Pierderea unei gene pe cromozomul q MIC POLIPI BENINI În timpul dezvoltării cancerelor colorectale, malignitatea este inițiată de mutații ale genei APC, iar diferitele etape ale dezvoltării tumorii sunt asociate cu apariția unor mutații suplimentare celule tumorale ^ Pierderea p ) CARCINOM MALIGN Unele date suplimentare sugerează, de asemenea, că dezvoltarea tumorii este un proces în mai multe etape În primul rând, incidența tumorilor în populația adultă poate fi prezisă folosind o funcție matematică, a cărei valoare depinde de vârstă până la puterea a patra până la a șasea Existența unei astfel de funcții indică faptul că în dezvoltarea ei tumora trece printr-un număr de etape limitative, apariția fiecăreia dintre ele are loc cu o probabilitate relativ mică pe unitatea de timp, iar pentru ca tumora să apară, toate etapele trebuie să treacă prin Mai precis, cancerul poate fi rezultatul final a patru până la șase mutații, fiecare dintre acestea având loc într-o populație de celule cu o probabilitate relativ scăzută și toate mutațiile trebuie să apară înainte ca o celulă să dobândească un fenotip malign n ii ilustrează dependența incidenței cancerului de vârstă În al doilea rând, spre deosebire de culturile de celule imortalizate, celulele sănătoase nu pot fi transformate în celule tumorale folosind o singură oncogenă De exemplu, pentru a transforma celulele sănătoase de rozătoare, trebuie utilizate cel puțin două oncogene diferite Pentru a induce transformarea, două oncogene introduse simultan într-o celulă, de exemplu, ras și ty sau ras și E A, trebuie să interacționeze între ele Aceste oncogene, introduse individual, nu conduc la transformare Astfel, pentru transformare Pentru ca o celulă perfect sănătoasă să existe, trebuie să apară cel puțin două și probabil mai multe modificări genetice Pe nis, іz іb arată acest tip de cooperare între oncogene Chiar și mai multe (până la cinci după unele estimări) sunt necesare gene mutante pentru a transforma celulele umane Al treilea grup de date în favoarea naturii în mai multe etape a dezvoltării tumorii a fost obținut în experimente pe șoareci transgenici Celulele germinale ale acestor șoareci conțin o transgenă care codifică oncogena ras sau tus Expresia acestor gene este sub controlul unui promotor care este activ în celulele epiteliale mamare După cum era de așteptat, șoarecii transgenici au prezentat o incidență crescută a cancerului de sân Cu toate acestea, chiar dacă aproape toate celulele epiteliului mamar din perioada timpurie a vieții au exprimat puternic genele ras sau tys, au dezvoltat carcinom mamar la doar trei până la patru luni după naștere Evident, împreună cu oncogena transgenică activă în aceste celule, cel puțin una, și probabil două, mutații somatice sunt necesare pentru ca celulele epiteliale ale sânului să crească într-o masă tumorală Se crede că aceste mutații somatice afectează proto-oncogene țintă specifice sau gene supresoare de tumori din genomul celulei Este semnificativ faptul că în timpul împerecherii șoarecilor care exprimă simultan oncogene ras și tus transgenice, Formarea tumorii este un proces complex Număr de cazuri la de locuitori - - ^ DESPRE V o> o> o> o> ѵ o> /jr Interval de vârstă Unul dintre indicatorii procesului tumoral în mai multe etape este o anumită vârstă caracteristică dezvoltării bolii Datele sunt oferite de Institutul Național de Cercetare a Cancerului Figura din stânga arată că șoarecii transgenici care exprimă ras sau hiper- tus active dezvoltă mai puține tumori în timp decât animalele care exprimă ambele gene Figura din dreapta ilustrează faptul că co-transfecția fibroblastelor embrionare de șobolan cu oncogene ras și mu induce transformarea acestora; transfecția oricăreia dintre cele două oncogene este ineficientă Fig stânga adaptat din Cell, voiL , Sinn, E , et al Coexprimarea MMTV/v-Ha-ras , pp - Diagramă prin amabilitatea lui Eric Zinn, Divizia de Genetică, Școala de Medicină, Harvard și M I G Hughes Fig dreapta - potrivit Land, H , Parada, LF și Weinberg, RA Nature : - CAPITOLUL Cancerul - elemente de bază și prezentare generală • • • • m • • • • Mutant • • • • O • • / "V • • • / celulă • • • • l l " a so o • • • * l ° # a • O o • O O t "> O" o o • e Celulă sănătoasă • o • • • • DESPRE • O o • • l " ° • • • O celulă sănătoasă O celulă poartă o mutație într-o genă de reglare a creșterii Descendența unei celule mutante proliferează mai rapid decât celulele sănătoase Ca urmare a apariției unor mutații suplimentare, celulele canceroase încep să crească și mai repede Deoarece celulele purtătoare de mutații care asigură o creștere necontrolată se divid mai des decât celulele de tip sălbatic, are loc selecția clonală Orice celulă cu mutații suplimentare care favorizează creșterea formează o nouă populație care le copleșește pe restul hol în celulele epiteliale ale glandei mamare s-a format mai repede, iar aceasta a fost însoțită de o reducere a perioadei de întârziere a apariției sale (Fig ) Cu toate acestea, chiar și atunci când aceste două oncogene au fost exprimate la animale transgenice, tumora s-a format după o perioadă de întârziere Acest lucru sugerează că un alt eveniment este necesar pentru apariția sa, probabil o mutație somatică aleatorie Aceste date diverse pot fi legate într-o singură schemă, destul de simplă și consistentă, în care dezvoltarea tumorii (denumită adesea progresie) este văzută ca un proces care amintește de evoluția darwiniană Celula poartă o mutație într-una dintre genele de reglare a creșterii, iar această mutație îi permite acesteia și descendenților săi să prolifereze mai rapid decât celulele învecinate În timp, astfel de celule formează o clonă în populație, care poate număra multe milioane de celule, care ocupă o zonă mică în țesut Apoi, o altă mutație somatică apare într-una dintre celulele clonei Această mutație asigură o creștere mai rapidă sau o supraviețuire mai eficientă a unei astfel de celule În curând, mutanții dubli încep să depășească celulele învecinate și în cele din urmă populează o zonă și mai mare de țesut (vezi) Fiecare ciclu de mutație însoțită de expansiune clonală, numită uneori succesiune clonală, și duce la o populație de celule mai maligne și mai proliferante Creșterea constantă a diferitelor anomalii ale celulelor individuale se reflectă progresiv în arhitectura tisulară mai aberantă pe care o creează Ca și în procesul evolutiv, o populație eterogenă genetic apare ca urmare a mutațiilor aleatorii, iar celulele rare individuale care poartă o mutație care promovează creșterea devin strămoșii populației dominante Poate părea că ideea unui proces tumoral în mai multe etape nu este în concordanță cu capacitatea cunoscută a virusurilor oncogene de a declanșa transformarea celule folosind o singură oncogenă virală Strict vorbind, este dificil să reconciliezi ambele puncte de vedere Varietatea fenotipurilor celulare care se modifică în timpul creșterii tumorii în mai multe etape depășește cu mult numărul de gene (probabil o jumătate de duzină la om) care trebuie mutate pentru a forma o celulă tumorală Prin urmare, fiecare dintre aceste gene mutante acționează pleiotropic pentru a provoca modificări multiple în celulă Până acum, niciuna dintre aceste gene nu poate acționa în așa fel încât să poată induce transformarea completă a celulei Deși studiul transformării fibroblastelor de către RSV a dezvăluit existența proto-oncogenelor, descoperirile au sugerat că transformarea a fost un simplu eveniment într-un singur pas și astfel a direcționat greșit problema Aceste argumente nu sunt în concordanță cu modelul, conform căruia cancerul poate fi cauzat de o singură schimbare simplă a genomului unei celule țintă susceptibile Procesele de creștere celulară iar proliferarea sunt activate de factori de creştere prevederi Pentru funcționarea sistemului de semnalizare, celula are nevoie de factori extracelulari, receptori și alte proteine care transmit un semnal către nucleu Semnalele care intră într-o celulă pot activa sau inhiba creșterea acesteia Multe gene care codifică moleculele de semnalizare celulară sunt proto-oncogene și gene supresoare de tumori Procesele de creștere și proliferare celulară sunt activate de factorii de creștere Pentru a înțelege modul în care mutațiile în oncogene și genele supresoare de tumori afectează creșterea și proliferarea celulelor, trebuie mai întâi să luăm în considerare modul în care aceste procese sunt reglementate în celulele sănătoase Celulele răspund la o varietate de semnale care vin la ele, și în special la cele furnizate de factorii de creștere De obicei, acești factori sunt eliberați de anumite celule din țesut, trec prin spațiul intercelular și intră în celula țintă, care ca răspuns fie activează, fie inhibă proliferarea Capacitatea unei celule țintă de a răspunde în sens opus unui semnal sugerează prezența unui mecanism celular complex care asigură primirea unui semnal extern, procesarea acestuia și executarea unei decizii de modificare a ratei de creștere a celulei Ca exemplu de funcționare a sistemelor celulare de transducție a semnalului și întreruperea acestuia, vom lua în considerare semnalele intracelulare care sunt generate de Ras și TGF-p Există mulți receptori pe suprafața celulei care sunt capabili să recunoască și să lege factorii de creștere, fiecare receptor legându-se în mod specific de ligandul corespunzător De exemplu, PDGF se leagă în mod specific la receptorul PDGF, situat pe suprafața celulei, iar EGF - cu receptorul EGF Când receptorul s-a legat de ligand, acesta transmite un semnal prin membrana plasmatică în celulă Acest semnal, la rândul său, călătorește printr-o cascadă complexă de proteine de semnalizare care funcționează ca un "lanț de foc" molecular, fiecare membru al căruia primește un semnal de la un partener, îl procesează și îl amplifică, apoi îl transmite următorului sau următor parteneri (vezi ; / ) Bel- ci codificat de proto-oncogene poate fi găsit în multe părți ale transducției semnalului Un grup de proto-oncogene codifică proteine factor de creștere Dacă, la momentul nepotrivit, orice genă din acest grup a început să fie exprimată într-o celulă care conține și receptori pentru acest factor, atunci apare un feedback pozitiv constant Astfel, celula eliberează în mediu cantități mari de factor de creștere mitogen codificat de oncogene Acest factor de creștere se leagă apoi de receptorii de pe suprafața aceleiași celule și îi activează, ceea ce, la rândul său, stimulează celula să crească continuu (vezi Fig іz ii) Acest lucru duce la independența celulei față de factorul de creștere, deoarece ea însăși produce un factor care generează PROCES PROTEINE factori de crestere c-sis KS/HST wntl int receptorii factorilor de creștere c-erbB erbB , c-fms c kit mas Proteine care conțin SH /SH crk vav Transformarea semnalului care implică proteina G c-ras gsp/gip Kinaza Tug intracelulară c-src c-abl c-fps Ser/Thr kinaza c-raf c-mos • # W * " * W • • ww F w și m m m Mț m i i'? mama * > Factori de transcripție c-myc c-jun c-myb c-rel c-fos c-erbA OREZ Multe proteine implicate în transformarea semnalelor de creștere pot deveni oncoproteine CAPITOLUL Cancerul - Noțiuni de bază și prezentare generală OREZ e? Atunci când o celulă își produce propriul factor de creștere, are loc un ciclu autocrin auto-susținut transmiterea semnalelor mitotice Această autostimulare a creșterii se numește reglare autocrină Se deosebește de reglarea paracrină, în care celulele învecinate schimbă semnale, și de reglarea endocrină, care depinde de factori care se formează în anumite organe și călătoresc pe distanțe lungi prin sistemul circulator înainte de a ajunge la celula țintă corespunzătoare Ca exemplu, luați în considerare oncogena g, care codifică una dintre formele PDGF, care se formează constant și cu o rată mare Al doilea grup de proto-oncogene codifică receptorii factorului de creștere Acești receptori trimit semnale de stimulare a creșterii celulei atunci când sunt disfuncționali, chiar dacă nu se leagă de liganzii corespunzători În acest caz, celula devine din nou independentă de factorii de creștere, deoarece proliferează în absența factorilor mitogeni care sunt de obicei necesari pentru a începe acest proces De fapt, există două mecanisme de perturbare a funcționării receptorilor GF, care sunt codificate de proto-oncogene Figura d arată că mai multe oncogene codifică receptorii GF transcriși În multe tumori umane, de exemplu, se găsesc receptori GF urmăriți care nu au un domeniu extracelular; astfel de receptori urmăriți, indiferent de prezența unui ligand, semnalează continuu În alte tumori, cum ar fi cele localizate la sân, creier și stomac, receptorii EGF sunt supraexprimați și sunt prezenți în celulele canceroase în număr mult mai mare decât în cele sănătoase Din nou, receptorii transmit semnalul în mod constant și indiferent de prezența ligandului Proteinele intracelulare implicate în procesarea semnalului de la receptori sunt, de asemenea, ținte, impactul asupra căruia provoacă activarea oncogenelor Un bun exemplu al acestui tip de țintă este proteina codificată de proto-oncogena ras Această proteină se găsește de obicei în citoplasmă în așteptarea unui semnal, Ligand ) La timp- tumorile umane, inclusiv retinoblastoamele și osteosarcoamele discutate mai devreme, există o pierdere a pRb din cauza unei mutații de inactivare care afectează ambele copii ale genei Rb În celulele carcinomului gâtului, proteina devine funcțional inactivă, deoarece Este controlată de o oncoproteină a papilomavirusului uman, care joacă rolul unui agent etiologic (provocator) pentru majoritatea acestor tumori Alături de controlul diviziunii celulare (prin reglarea trecerii prin faza Gi a ciclului), pRb poate interacționa cu o serie de factori de transcripție, declanșând programe de diferențiere celulară specifice țesutului De exemplu, în timpul diferențierii musculare, o proteină poate interacționa cu factorii de transcripție responsabili de inducerea genelor specifice celulelor musculare Prin urmare, pRb poate lega încetarea proliferării celulare cu diferențierea Mutațiile genelor care asigură stabilitatea genomului și repararea ADN-ului pot crește fondul general al mutațiilor Puncte cheie • Enzimele de reparare a ADN-ului asigură un nivel scăzut de mutații spontane • Defectele genelor de reparare a ADN-ului cresc rata de mutație bazală • Mutațiile genelor care codifică proteinele punctului de control duc la perturbarea integrității cromozomilor Încercarea de a calcula probabilitatea de a dezvolta cancer pe baza datelor cunoscute privind frecvența mutagenezei și numărul de gene mutante care ar trebui să se formeze în genomul unei celule canceroase nu este o sarcină ușoară Procesul de carcinogeneză este atât de în mai multe etape, iar rata mutagenezei spontane este atât de scăzută încât este aproape imposibil de înțeles cum se poate dezvolta cancerul în - de ani din viața unei persoane Soluția acestui paradox depinde de parametrul critic care este inclus în calcul Acesta este parametrul Mutațiile genelor care asigură stabilitatea genomului și repararea ADN-ului pot crește fondul general frecvența de apariție a mutațiilor spontane Aparent, pe generație, celulele canceroase acumulează mutații într-un ritm mult mai mare decât celulele sănătoase Această mutabilitate crescută în sine face ca dezvoltarea cancerului să fie probabilă din punct de vedere matematic Rata mutagenezei spontane, pe de o parte, depinde de gradul de deteriorare pe care diferiți agenți cancerigeni îl formează în ADN și de rata de copiere a acestora de către ADN polimerază în timpul replicării Pe de altă parte, este evident că cele mai multe dintre secvențele eronate rezultate din deteriorarea ADN-ului sau erorile de copiere sunt îndepărtate rapid și înlocuite cu secvențe corecte Celulele au un sistem de monitorizare care monitorizează constant integritatea genomului, îndepărtează bazele incorecte și le înlocuiește cu cele intacte, restabilind structura originală a ADN-ului Acest sistem de reparare a ADN-ului îndepărtează în mod eficient bazele modificate de procesele oxidative și alte reacții chimice dăunătoare În general, datorită sistemului de reparare a ADN-ului, rata de formare a mutațiilor este redusă la mai puțin de - gene/generație Alături de aceasta, există "puncte de control" care garantează finalizarea cu succes a următoarei etape critice a ciclului celular înainte de următoarea Astfel, sinteza ADN-ului este întârziată în caz de deteriorare, mitoza nu începe până la finalizarea replicării și este blocată în anafază, dacă atașarea cromozomilor la fusul mitotic este perturbată La fel ca și celelalte mecanisme intracelulare discutate aici, acești gardieni ai genomului pot fi deteriorați Mutațiile genelor care codifică componentele sistemului de reparare a ADN-ului conduc la repararea defectuoasă și la o creștere a ratei de formare a alelelor mutante Putem spune cu încredere că aceste mutații apar cu aceeași frecvență în toate părțile genomului, dar printre cele deteriorate există multe gene care controlează creșterea celulelor Ca urmare, multe, dacă nu toate, stadiile de dezvoltare a tumorii apar mai rapid În loc de - ani, fiecare dintre ei se desfășoară pe o perioadă mult mai scurtă de timp Acest lucru duce la faptul că procesul în mai multe etape de dezvoltare a tumorii ajunge mult mai repede la stadiul final, iar probabilitatea unui debut rapid al manifestărilor clinice ale procesului tumoral crește proporțional O proteină supresoare tumorală, p , joacă un rol critic în oprirea ciclului celular după deteriorarea ADN-ului Ca răspuns la multe tipuri de stres fiziologic, p poate bloca temporar proliferarea celulară sau poate induce activarea programului apoptotic Boala ataxie-telangiectazie este o afecțiune patologică complexă care, printre altele, duce la dezvoltarea cancerului Boala este moștenită cu o genă defectă care codifică o protein kinază care promovează repararea ADN-ul din deteriorarea datorată fosforilării p și activării acestuia Odată activat, p poate induce o proteină (numită p ) care blochează ciclul celular p poate fi, de asemenea, inactivat prin mutații care afectează gena cromozomială p Proteina p poate fi de asemenea inactivată atunci când interacționează cu oncoproteina Eb a virusului papiloma uman Pierderea activității funcționale a proteinei p , care are loc printr-un mecanism sau altul, salvează celula canceroasă de pericolul constant de a cădea în apoptoză indusă de proteina p - În același timp, în prezent sunt cunoscute multe cazuri de cancer familial, în care gena moștenită codifică una sau alta componentă a aparatului complex responsabil cu menținerea integrității genomului Acest tip de boală descoperită inițial se numește xeroderma pigmentosa (XP) Pacienții cu XP prezintă o sensibilitate extrem de mare la UV solar Acest lucru se datorează faptului că au moștenit copii defecte ale genelor care codifică una dintre cele zece sau mai multe proteine responsabile pentru detectarea bazelor ADN deteriorate de UV, scindarea lor și înlocuirea lor cu baze nedeteriorate La astfel de pacienți, lumina soarelui provoacă sute de leziuni ale pielii, dintre care multe se dezvoltă în carcinoame Genele BRCA și BRCA sunt bine cunoscute deoarece moștenirea alelelor defecte predispune la dezvoltarea carcinoamelor mamare și ovariene Aceste gene codifică proteinele implicate în repararea rupurilor ADN-ului dublu catenar Cancerul de colon ereditar non-polipoz (HNPCC) este cauzat de moștenirea variantelor defecte ale oricăreia dintre cele patru gene implicate în corecția nepotrivirii ADN Pe fig Figura prezintă diferite sisteme de supraveghere intracelulară care protejează cromozomii de deteriorare, precum și mutațiile care conduc la dezvoltarea cancerului p Suprastimulare Cromozomii nu sunt atașați de ax Leziuni ale ADN-ului p CELULAR CICLU G S G M t t ss Deteriorarea ADN-ului Nefavorabil Mediu extern incomplet ADN replicat OREZ la Există multe sisteme în celulă care monitorizează constant mediul extern și starea cromozomilor pe tot parcursul ciclului celular Aceste sisteme pot încetini sau bloca diviziunea celulară până când deteriorarea este complet reparată CAPITOLUL Cancerul - elemente de bază și prezentare generală În cele din urmă, majoritatea celulelor canceroase umane sunt aneuploide, și-au pierdut cariotipul diploid normal în timpul malignității Există un punct de vedere conform căruia această aneuploidie se datorează faptului că celulele canceroase schimbă constant hărțile cromozomilor lor; în același timp, se pot forma părți și brațe defecte ale cromozomilor care favorizează creșterea malignă Într-adevăr, există date obţinute asupra unor tipuri de tumori şi indică faptul că, practic, în fiecare creştere malignă, instabilitatea genetică se manifestă fie la nivelul secvenţelor ADN, fie la nivelul cariotipului O astfel de instabilitate genetică poate fi un defect inerent celulelor canceroase, care joacă un rol la fel de important în malignitate ca și defecte asociate cu acțiunea genelor specifice de reglare a creșterii Celule canceroase poate deveni nemuritor Celulele canceroase evită îmbătrânirea prin inactivarea genelor supresoare de tumori Celulele canceroase ajung într-un punct critic în care multe dintre ele mor Celulele care au trecut de punctul critic devin nemuritoare • Cu fiecare generație de celule, dacă telomeraza nu este activată, atunci telomerii se scurtează • Când telomerii devin prea scurti pentru a proteja cromozomii, cromozomii fuzionează la capete, ducând la o criză În majoritatea celulelor canceroase, transcripția telomerazei este activată; astfel ei evită moartea Existența oncogenelor și a genelor supresoare tumorale explică multe aspecte ale dereglării creșterii celulelor canceroase, cu excepția unui aspect critic După cum s-a menționat mai sus în secțiunea Celulele canceroase au un număr de caracteristici fenotipice, celulele canceroase au un potențial proliferativ nelimitat, în timp ce celulele sănătoase din cultură sunt capabile doar de un număr limitat de dublari până la oprirea creșterii După aceea, intră într-o fază de odihnă, sau de îmbătrânire În celulele umane, intrarea în faza de îmbătrânire poate fi prevenită prin inactivarea genelor supresoare tumorale p și Rb Dacă are loc inactivarea, celulele cresc pentru următoarea perioadă de timp înainte de debutul unei crize, după care în general încep să moară În cazuri rare, o clonă de celule reușește să evite moartea, iar acestea încep să crească rapid; astfel de celule au dobândit o capacitate nelimitată de a se replica, adică au devenit imortalizate Este probabil ca mulți dintre acești pași să precedă și imortalizarea celulelor canceroase care are loc în timpul dezvoltării tumorii umane Capacitatea liniilor celulare de a explica numărul de duplicări replicative prin care trec este dificil de reconciliat cu funcționarea oncogenelor și a genelor supresoare de tumori Aceste gene sunt implicate în primirea și procesarea semnalelor pe care celulele le primesc în mod constant de la mediu Cu toate acestea, capacitatea celulei de a controla numărul de dubleri implică prezența unui fel de ceas celular care funcționează independent de mediul celular Aceste ceasuri celulare autonome se află în telomerii de la capetele cromozomilor Telomerii includ secvențe de hexanucleotide care se repetă de câteva mii de ori în fiecare telomer Funcționând împreună cu proteine specifice, ADN-ul telomeric servește la protejarea capetelor cromozomilor împotriva fuzionarii cu alți cromozomi Cu toate acestea, motorul principal de replicare a ADN-ului nu este capabil să copieze cu exactitate chiar capetele ADN-ului telomeric Prin urmare, de fiecare dată când o celulă trece prin faza S, ADN-ul telomeric devine mai scurt cu - de nucleotide (vezi Fig ) În cele din urmă, ca urmare a multor cicluri de diviziune, telomerii din descendența celulelor sunt atât de scurti încât nu mai sunt capabili să protejeze eficient capetele ADN-ului cromozomial Fuziunea capetelor cromozomilor este un eveniment molecular catastrofal care pune celulele într-o stare de criză DNA $- J$$ t ' ~ şi Telomer • ss În timpul ciclurilor repetate de diviziune, apare scurtarea telomerilor $ i Rearanjamentele cromozomiale pot fi periculoase pentru soarta ulterioară a celulei Re-exprimarea telomerazei duce la o creștere a telomerilor și pune celulele pe calea către nemurire OREZ Scurtarea telomerilor, care are loc după multe cicluri de diviziune, duce la destabilizarea acestora Cromozomii cu telomeri scurtați sunt predispuși la rearanjamente care pot avea consecințe periculoase pentru celulă În celulele canceroase, re-exprimarea telomerazei duce la restabilirea lungimii cromozomilor și permite celulelor să continue divizarea Celulele canceroase pot deveni nemuritoare Pentru a asigura extinderea sa în continuare, populația de celule canceroase trebuie să depășească aceste bariere extrem de eficiente Celulele realizează acest lucru prin blocarea expresiei enzimei telomerazei De obicei, această enzimă se găsește în cantități semnificative doar în celulele embrionare timpurii și în spermatozoizi În aceste celule, enzima este necesară pentru a menține existența și alungirea ADN-ului telomeric Cu toate acestea, ~ % din celulele canceroase umane au un nivel semnificativ de activitate a telomerazei Acest lucru se datorează dereprimarii genei corespunzătoare în unele momente de creștere a tumorii Evident, funcționarea constantă a enzimei este necesară pentru proliferarea acestor celule Dacă nu există activitate a telomerazei în celulele canceroase, acestea intră într-o stare de criză și mor în număr mare Acest lucru face clar că activitatea proliferativă a celulelor canceroase este la fel de mult dependentă de telomerază, cât este de supraactivarea oncogenelor și inactivarea genelor supresoare tumorale Este asigurat accesul celulelor tumorale la substraturile nutritive prin angiogeneză I Fundamente Creșterea tumorii este limitată de disponibilitatea substraturilor nutritive și de mecanismul de excreție a deșeurilor Tumora poate stimula creșterea vaselor de sânge (angiogeneza), care la rândul lor asigură o creștere a masei sale Capacitatea celulelor tumorale în creștere de a prolifera depinde de o serie de factori, dintre care cel mai important este un sistem adecvat de alimentare cu sânge Se știe că o tumoare în curs de dezvoltare, așa-numita tumora primară poate atinge o dimensiune de doar , mm, iar apoi începe să aibă dificultăți în accesarea nutrienților și oxigenului; în același timp, o astfel de tumoare trebuie deja să aibă un sistem de excreție a deșeurilor și a dioxidului de carbon Celulele care suferă de hipoxie pot intra în apoptoză Nu există probleme dacă sistemul vascular s-a dezvoltat în tumoare Vasele rezolvă problemele legate de furnizarea de oxigen și nutrienți a tumorii, precum și eliminarea deșeurilor Spre deosebire de țesuturile sănătoase, țesutul tumoral patologic nu se dezvoltă de obicei împreună cu rețeaua arterial-venoasă În schimb, celulele tumorale trebuie să asigure o creștere vasculară de novo în detrimentul țesutului sănătos adiacent Procesul de formare a noilor vase de sânge se numește neo-angiogeneză sau pur și simplu angiogeneză El începe atunci când celulele tumorale secretă factori de creștere numiți angiogeni, care interacționează cu celulele endoteliale care formează capilare în țesuturile sănătoase adiacente Ca răspuns la expunerea la factori angiogenici, aceste celule endoteliale încep să prolifereze și să pătrundă în țesutul tumoral, începând să formeze o vasculatură care susține în continuare creșterea tumorii (Pr și h h) Evident, într-o tumoră primară mică, celulele se divid într-un ritm constant de-a lungul multor ani În ciuda acestui fapt, în această perioadă, masa tumorii nu crește În absența unei rezerve de sânge, celulele dintr-o astfel de tumoare mor în același ritm cu care se formează Această moarte este cauzată de lipsa de oxigen (anoxie) și otrăvirea cu deșeurile activității lor vitale Într-adevăr, aceasta poate fi soarta finală a majorității tumorilor primare formate în țesuturile umane În această perioadă de echilibru, procesul de difuzie asigură necesarul de oxigen și nutrienți al tumorii mici folosind țesuturi bine vascularizate din apropiere După câțiva ani de această diviziune celulară modestă, unele celule dintr-o masă tumorală mică dobândesc brusc capacitatea de a stimula angiogeneza Când se întâmplă acest lucru, masa tumorală intră pe o cale de creștere rapidă O astfel de schimbare rapidă a naturii creșterii tumorii, care are loc în timpul unui proces tumoral în mai multe etape, se numește comutator angiogenic Acest proces reprezintă o altă barieră pe care țesuturile sănătoase o ridică în calea expansiunii nelimitate a celulelor tumorale În unele tumori, formarea vaselor de sânge OREZ Vasele de sânge cresc spre tumoră (sarcom muscular de șobolan) Tumora în sine este în stânga ca o zonă întunecată Fotografie prin amabilitatea lui Judah Folkman, Louis Heizer și Robert Oakland, Familia Karp, Spitalul de Copii din Boston Reproducere cu permisiunea lui Marx, J Science : - (r) AAAS CAPITOLUL Cancerul - Noțiuni de bază și prezentare generală nu apar în cursul unui singur eveniment într-o dezvoltare tumorală în mai multe etape (similar cu comutatorul angiogen) În schimb, vascularizarea progresivă are loc în tumoră pe măsură ce crește Procesul de control al angiogenezei implică interacțiuni complexe de cooperare între celulele tumorale și celulele sănătoase învecinate care intră în tumoră și încep să interacționeze cu celulele canceroase Alături de factorii angiogenici care sunt eliberați direct de celulele canceroase, se crede că fibroblastele și macrofagele eliberează alți factori importanți Împreună, ele induc formarea unei vasculaturi care satisface toate nevoile tumorii și începe să îi ofere un aport aproape nelimitat de nutrienți și oxigen De asemenea, prin tumoră pot crește vasele limfatice, care servesc la îndepărtarea deșeurilor și a lichidului interstițial Cu toate acestea, în comparație cu sistemul de alimentare cu sânge, vasele limfatice joacă un rol destul de modest în viața tumorii În funcție de densitatea rețelei capilare a tumorii, există mai multe etape ale dezvoltării acesteia Se spune că tumorile cu o rețea densă de capilare sunt foarte vascularizate; acest lucru cauzează adesea durere la pacienții cu cancer și indică o populație în creștere agresivă de celule canceroase Prezența vaselor de sânge în tumoră creează o situație și mai amenințătoare Acest lucru sugerează că tumora a obținut acces la principalele vase ale corpului, ceea ce a facilitat migrarea celulelor sale și colonizarea acestora în organe îndepărtate Celulele canceroase pot invadează alte organe Unele celule din tumora primară pot invada sângele și limfaticele (intravazare) Procesul de invazie necesită adesea trecerea printr-o barieră tisulară adiacentă Celulele prinse în vasele de sânge pot coloniza alte organe Metastazele sau colonizarea altor țesuturi au ca rezultat de obicei moartea individului Celulele tumorale pot continua să prolifereze timp de câțiva ani sau decenii, rămânând în același loc în care s-au format inițial Astfel de tumori primare pot crește până la o astfel de dimensiune încât prezintă riscul de a distruge țesuturile vitale și de a perturba funcțiile fiziologice critice ale organismului Tumorile primare reprezintă doar aproximativ % din toate decesele cauzate de cancer Majoritatea deceselor cauzate de cancer sunt cauzate de migrarea celulelor canceroase de la locul tumorii primare către alte organe Pe măsură ce dimensiunea tumorii crește, unele dintre celulele situate la margine încep să depășească bariera fizică care le împiedică să se răspândească De exemplu, pentru tumorile epiteliale, această barieră este formată de membrana bazală care separă stratul de celule epiteliale și stroma adiacentă (pentru mai multe detalii despre membrana bazală, vezi - Lamina bazală (membrana) este o matrice extracelulară specializată) După ce trec prin membrana bazală, unele celule canceroase pot intra în sânge și limfatice (un proces numit intravazare) și le pot folosi ca rute de migrare către organe îndepărtate Separate de tumora primară, celulele canceroase intră într-un mediu străin Mulți dintre ei mor în timp ce se află în fluxul sanguin și când intră în capilarele sau în vasele limfatice mici ale organelor îndepărtate Unii reușesc să părăsească vasul (extravazare) și să intre în țesuturile din jur De asemenea, de obicei ucide celulele canceroase Numai în cazuri rare reușesc cu adevărat să găsească un organ în care celulele să poată exista și să formeze o nouă colonie mare de celule canceroase - metastaza Locurile metastazelor pot fi determinate de anatomie (de exemplu, direcția vaselor de sânge care duc de la tumora primară la organul țintă) sau de noi factori de creștere a țesuturilor Celulele carcinomului de colon metastazează de preferință la ficat prin vena portă, care drenează sângele direct din colon în ficat Celulele canceroase de sân metastazează adesea la os, creier și plămâni Tumoarea de prostată metastazează și la oase Motivele specificității metastazelor nu au fost pe deplin elucidate În același timp, consecințele sale sunt evidente: metastazele provoacă suferințe majore pacienților cu cancer, iar în majoritatea cazurilor, metastazele tumorale provoacă moartea bolilor oncologice Ce urmeaza? În următoarele câteva decenii, cercetarea cancerului se va muta în mai multe direcții Inițial, studiile suplimentare ale relației dintre proteinele lanțurilor de semnalizare intracelulare vor continua, în urma cărora se vor obține mai multe informații cu privire la detaliile funcționării acestora Aceste informații pot fi folosite pentru a identifica noi ținte pentru medicamentele anticancer De fapt, principiile dezvoltării medicamentelor anticancer vor suferi modificări semnificative asociate cu evoluția ideilor noastre despre structura și metabolismul unei celule canceroase, dezvoltarea unor metode expres pentru construirea unei structuri tridimensionale a proteinelor țintă Ce urmeaza? it și noi metode de proiectare a medicamentelor in silico, ceea ce va face inutilă efectuarea de screening costisitoare și consumatoare de timp a sute și mii de compuși chimici, precum și prin introducerea de noi metode pentru modelarea preclinică a eficacității medicamentelor, înainte de a fi utilizate la pacienții aflați în prima etapă a studiilor clinice În același timp, dezvoltarea metodelor de screening funcțional al genomului va face posibilă clasificarea subtipurilor tumorale cu sensibilitate diferită la noile generații de medicamente Alături de aspectele practice enumerate, volumul cunoștințelor noastre teoretice în domeniul cauzelor tumorilor maligne va crește semnificativ Este destul de probabil, de exemplu, că va fi posibil să se formuleze anumite regularități care guvernează transformarea celulelor umane, ceea ce va face posibilă înțelegerea de ce există diferite tipuri de alele mutante și interacționează în genomul diferitelor tipuri de celule canceroase De asemenea, vom afla mai multe despre patogeneza cancerului De obicei, profunzimea cunoștințelor noastre a fost determinată de modele conceptuale în care mutațiile au fost forțele motrice în dezvoltarea tumorii Cu toate acestea, acum pare probabil ca dezvoltarea preferentiala a tumorilor in unele tesuturi fata de altele este determinata de mecanisme non-genetice, in special de inflamatie Astfel, vom afla mai multe despre modul în care aceste mecanisme non-genetice, care sunt considerate a fi procese de promovare a tumorilor, interacționează cu alelele mutante din genomul celulelor precanceroase și conduc la dezvoltarea unei tumori maligne De asemenea, ar trebui să ne permită să aprofundăm mecanismele cauzale ale cancerului, despre care se cunosc puține în prezent, cu excepția cazurilor de cancer cauzate de fumat Toate acestea, la rândul lor, se vor dovedi extrem de benefice, deoarece ne vor permite să ne schimbăm dieta și stilul de viață pentru a reduce mortalitatea cauzată de cancer într-o măsură mai mare decât este posibil în prezent folosind diferite medicamente care sunt oferite de chimiști, biochimiști și farmacologi în ca noi tratamente pentru cancer rezumat Dezvoltarea unei tumori poate fi comparată cu o dramă cu mai multe acte Celulele sănătoase trec prin cel puțin șase etape înainte de a deveni treptat complet maligne Probabil, în fiecare etapă, apar modificări în genotip și, prin urmare, în fenotipul celulelor O astfel de complexitate a dezvoltării procesului tumoral găsește o justificare logică: există multe bariere în calea unei tumori în creștere, fiecare dintre acestea împiedicând celulele să intre în următoarea etapă a formării sale În consecință, fiecare stadiul dezvoltării tumorii în mai multe etape este depășirea cu succes a următoarei bariere pe calea de avansare a celulelor la starea de creștere malignă, agresivă Un astfel de sistem complex de apărare antitumorală a organismului este extrem de eficient Este posibil ca pe durata vieții unei persoane, marea majoritate a tumorilor primare să nu treacă prin toate etapele care conduc la dezvoltarea unor neoplasme maligne diagnosticabile care reprezintă o amenințare pentru viață Probabil, la toate persoanele în vârstă din diverse organe există sute, poate mii de clone de celule precanceroase, a căror tranziție în tumori maligne este împiedicată de linii concentrice de apărare asociate cu toate celulele și țesuturile Acestea includ mecanisme care reglează intrarea celulelor într-o stare de repaus și apoptoza la activarea oncogenelor, trecerea la o stare de repaus și criză la reluarea ciclurilor de creștere și diviziune, mecanisme care blochează accesibilitatea unei tumori în creștere la sânge vase și bariere mecanice care limitează fizic celulele canceroase cele mai agresive și invazive Cu toate acestea, cancerul se dezvoltă, iar în % din populația țărilor occidentale, mai multe etape de dezvoltare a tumorii ajung la finalizare Evident, probabilitatea de a dezvolta tumori crește semnificativ sub influența diverșilor factori cancerigeni pe care organismul nostru îi întâlnește de-a lungul vieții, precum dieta și stilul de viață Știm acum că factori precum fumatul, consumul în exces de grăsime și carne, expunerea la radiații, supraponderalitatea și nu rămâne însărcinată cresc foarte mult riscul de a dezvolta diferite tipuri de cancer Uneori se știe că fiecare dintre acești factori are un efect direct sau indirect asupra inducerii modificărilor genetice care conduc la formarea de gene mutante implicate în diferite stadii de dezvoltare a tumorii Cel mai semnificativ dintre acești factori este fumatul De exemplu, până la % dintre decesele cauzate de cancer raportate în ultimii ani în Statele Unite sunt direct legate de fumat S-a constatat că renunțarea la fumat și aderarea la o dietă și un stil de viață adecvat (de exemplu, exerciții fizice regulate) pot duce la o reducere cu % a incidenței cancerului și, în consecință, a mortalității cauzate de acesta (date SUA) Chiar dacă aceste mecanisme există, există încă multe necunoscute despre natura relației dintre modificările genetice și creșterea tumorii Aceasta, în special, se referă la întrebarea relației dintre etapele târzii ale dezvoltării tumorii - invazie și metastaze - și genele care controlează aceste procese Mecanismul genetic care guvernează aceste două etape este încă complet de neînțeles Scopul cercetării cancerului este de a compila o listă completă a tuturor defectelor necesare pentru a transforma o celulă sănătoasă într-o tumoră La rândul său, acest lucru va permite cercetătorului să scrie o biografie CAPITOLUL Cancerul - elemente de bază și prezentare generală originea celulei canceroase, în care fiecare pas al formării acesteia va fi documentat în detaliu În cele din urmă, pe măsură ce detaliile acestei căi complexe sunt elucidate, vor fi găsite ținte moleculare pentru acțiunea medicamentului Bibliografie Celulele canceroase au o serie de caracteristici fenotipice Cercetare Hayflick, L și Moorhead, P S , Cultivarea în serie a tulpinilor de celule diploide umane Exp Cell Res v p - Mutațiile anumitor gene provoacă celule canceroase Cercetare Martin, GS, Vânătoarea Src Nat Rev Mol Biol celular v p - Lee, JO, Russo, AA și Pavletich, NP, Structura domeniului de buzunar al supresoarelor tumorii retinoblastom legat la o peptidă de la HPVE Natura v p - Cercetare Land, H , Parada, LF, și Weinberg, RA, Conversia tumorigenă a embriofibroblastelor primare necesită cel puțin două oncogene cooperante Natura v p - Nowell, PC, Evoluția clonală a populațiilor de celule tumorale Știința v p - Sinn, E , Muller, W , Pattengale, P , Tepler, L, Wallace, R și Leder, P , Coexpression of MMTV/v-Ha-ras and MMTV/c-myc genes in transgenic șoareci: Acțiunea sinergică a oncogenelor in vivo Celula v p - Procesele de creștere și proliferare celulară sunt activate de factori de creștere Revizuire Aaronson, S A , Factori de creștere și cancer Știința v p - Shi, Y și Massague, J , Mecanisme de semnalizare TGF-beta de la membrana celulară la nucleu Celula v p - Creșterea celulară poate fi blocată și acestea pot ieși din ciclu Revizuire Evan, G și Littlewood, T O chestiune de viață și moarte celulară Știința v p - Genomul celular conține o serie de proto-oncogene de cercetare Shih, C , Shilo, B Z , Goldfarb, M R , Dannenberg, A și Weinberg, R A , Trecerea fenotipurilor de celule transformate chimic prin transfecția ADN-ului și a cromatinei Proc Natl Acad sci SUA v p - Shih, C și Weinberg, R A, Izolarea unei secvențe de transformare dintr-o linie celulară de carcinom al vezicii urinare umană Celula v p - Supresorii tumorali blochează intrarea prematură a celulelor în ciclu Revizuire Massague, J , Controlul ciclului celular G și cancerul Natura v p - Sunt necesare două mutații pentru a inactiva o genă supresoare de tumoră Revizuire Knudson, A G , Genetica cancerului A m Med Genet v p - Sherr, CJ, Principles of tumor suppression Celula v p - Formarea tumorii este un proces complex Revizuire Foulds, L, Studiul experimental al progresiei tumorale, Vol I-III Londra: Academic Press Kinzler, KW, și Vogelstein, B , Lecții din cancerul colorectal ereditar Celula v p - Mutațiile genelor care asigură stabilitatea genomului și repararea ADN-ului pot crește fondul general al mutațiilor Revizuire Kastan, M W și Bartek, J , Puncte de control al ciclului celular și cancer Natura v p - Celulele canceroase pot deveni nemuritoare Revizuire Cech, T R , Începând să înțelegem sfârșitul cromozomului Seiii p - Accesul celulelor tumorale la substraturile nutritive este asigurat de angiogeneză Revizuire Bergers, G și Benjamin, LE, Tumorigeneza și comutatorul angiogenic Nat Rev Cancer v p - Referințele Funcționarea sistemelor de semnalizare intracelulară Melanie G Cobb și Elliot M Ross Universitatea din Texas Southwestern Medical Center, Dallas Figura prezintă aproximativ % din schema care descrie interacțiunile dintre procesele cunoscute ale sistemului de transducție a semnalului în macrofagul șoarecelui Pregătirea unei astfel de scheme într-o formă care să permită procesarea computerizată este primul pas către analiza unei rețele extinse de procese de transmisie a semnalului Această diagramă a fost pregătită de un grup condus de Hiroaki Kitano de la Institutul de Sisteme Biologice din Tokyo, folosind programul CellDesigner Diagrama prin amabilitatea lui Kanae Oda, Yukiko Matsuoka și Hiroaki Kitano (Institutul de sisteme biologice) REZUMATUL CAPITOLULUI Introducere Sistemul de semnalizare intracelular este în primul rând de natură chimică Receptorii recunosc diverse semnale, dar declanșează un set limitat de sisteme pentru transmiterea lor intracelulară Receptorii sunt catalizatori și amplificatori Legarea ligandului modifică conformația receptorului Pe parcurs și în rețelele sistemelor de transmisie, semnalele sunt sortate și integrate Sistemele de semnalizare intracelulară pot fi gândite ca un circuit logic biochimic Structurile de schele cresc eficiența sistemelor de semnalizare și îmbunătățesc organizarea spațială a acestora Interacțiunile proteină-proteină sunt determinate de domenii modulare independente Sistemul de transmisie a semnalului se caracterizează printr-o adaptabilitate ridicată Proteinele de semnalizare sunt adesea exprimate în forme multiple Activarea și inactivarea sunt reacții diferite și sunt controlate independent În sistemele de transducție a semnalului are loc modificarea alosterică și covalentă a proteinelor Sistemele de mesager secund asigură o bună distribuție a căilor de transmitere a informațiilor În toate celulele eucariote, sistemul de semnalizare Ca + îndeplinește diferite funcții Lipidele și compușii înrudiți sunt molecule de semnalizare PI -kinaza reglează forma celulelor și este, de asemenea, implicată în activarea principalelor lor funcții de creștere și metabolice Semnalizarea canalului ionic este foarte rapidă Receptorii nucleari reglează transcripția Modulele de semnalizare a proteinei G sunt larg răspândite și se caracterizează printr-o capacitate crescută de adaptare Heterotrimerii proteinei G reglează activitatea diverșilor efectori Heterotrimerii proteinei G sunt sub controlul ciclului reglator al GTPazei Proteinele mici, monomerice de legare a GTP sunt comutatoare universale Procesul de fosforilare/defosforilare a proteinelor este principalul mecanism de reglare al celulei Sistemele de fosforilare a proteinelor cu două componente reprezintă un baston de semnalizare Inhibitorii farmacologici ai protein kinazelor pot fi utilizați pentru cercetarea patogenezei și tratamentului bolilor Fosfoprotein fosfatazele elimină acțiunea kinazelor și sunt reglate independent Modificarea covalentă a proteinelor cu participarea ubiquitinei și a proteinelor înrudite este o altă modalitate de a-și regla funcțiile Starea celulei în timpul dezvoltării, precum și în timpul altor procese caracteristice unui organism adult, este sub controlul proteinelor Wnt Protein-tirozin kinazele sunt implicate în reglarea diferitelor mecanisme de semnalizare Protein kinazele dependente de ciclină controlează ciclul celular Diferiți receptori mobilizează protein tirozin kinaze prin localizarea lor pe membrana plasmatică Ce urmeaza? rezumat Bibliografie Introducere Toate celulele, de la procariote la celulele vegetale și animale, sunt capabile să perceapă semnale din exterior și să răspundă la acestea într-un mod stereotip care le permite să supraviețuiască, să se adapteze și să funcționeze în conformitate cu nevoile întregului organism Această reacție a celulelor nu se exprimă pur și simplu sub forma unor fenomene fizice sau chimice sau modificări ale mediului lor local Mai degrabă, ar trebui spus că celula exprimă un întreg ansamblu de proteine senzoriale, sau receptori, care recunosc semnale externe specifice Ca răspuns la aceste semnale, receptorii activează diverse proteine reglatoare intracelulare, care, la rândul lor, oferă un răspuns adecvat al celulei Procesul de recunoaștere a unui semnal extern și de transmitere a informațiilor corespunzătoare către ținte intracelulare se numește transformare a semnalului Celula răspunde la tot felul de semnale Bacteriile răspund la ingredientele nutritive, toxine, căldură, frig, lumină și semnale chimice de la alte bacterii Celulele organismelor multicelulare exprimă receptori specifici pentru hormoni, neurotransmițători, agenți autocrini și paracrini (substanțe asemănătoare hormonilor secretate de celula însăși sau de mediul ei), miros și molecule lame care reglează creșterea sau diferențierea, precum și proteinele situate la suprafața celulelor O celulă tipică de mamifer exprimă aproximativ cincizeci de receptori diferiți care sunt sensibili la o varietate de semnale și un total de câteva mii de receptori sunt exprimați la mamifere În ciuda diversității mari de celule și a numărului imens de substanțe pe care le recunosc, principalele clase de proteine și procesele implicate în sistemul de transducție a semnalului în celule sunt destul de conservatoare (FIG Іch i) • Receptori cuplați cu proteina G, formați din șapte elice care trec prin membrană Ele mediază activarea proteinelor heterotrimerice care leagă GTP numite proteine G Aceste proteine sunt asociate cu partea interioară a membranei plasmatice și transmit semnale către diferite proteine intracelulare • Receptorii protein kinazei sunt adesea dimeri ai proteinelor care se întinde pe membrană care fosforilează substraturile intracelulare și, prin urmare, modifică forma și funcția proteinelor țintă Aceste proteine kinaze conțin adesea domenii responsabile de interacțiunea cu alte proteine și de a lua parte la organizarea complexelor proteice de semnalizare situate pe suprafața interioară a membranei plasmatice Orez Receptorii l- sunt grupați într-un grup relativ mic de familii care se caracterizează prin mecanisme comune de acțiune și o structură comună CAPITOLUL Funcţionarea sistemelor de transducţie a semnalului intracelular • Fosfoprotein fosfatazele inversează efectul protein kinazelor prin îndepărtarea grupărilor fosfat • Alte enzime care trec prin membrană, cum ar fi guanilat ciclaza, au structuri similare cu protein kinazele receptorului, dar au activități enzimatice diferite Guanylat ciclaza catalizează conversia GTP în ': '-cicloGTP, care este implicată în propagarea semnalului • Canalele ionice, deși diferă în unele detalii structurale, sunt de obicei oligomeri de subunități, fiecare constând din mai multe segmente transmembranare Aceste subunități își pot schimba conformația și poziția relativă, reglând astfel fluxurile de ioni prin porul central • Sistemele cu două componente pot avea o localizare transmembranară sau localizate în citosol Numărul de subunități variază, de asemenea, dar fiecare sistem cu două componente conține un domeniu sau o subunitate histidin kinază controlată de o moleculă de semnalizare și un regulator de răspuns care conține un rest de acid aspartic (Asp) care poate fi fosforilat • Unii receptori sunt schele transmembranare care modifică conformația sau au capacitatea de a-și oligomeriza domeniile situate pe partea celulară Acest lucru are loc ca răspuns la apariția moleculelor sau liganzilor de semnalizare extracelulară Astfel, există o selecție de proteine reglatoare care interacționează între ele în anumite locuri ale membranei • Receptorii nucleari sunt factori de transcripție, adesea heterodimeri, care rezidă în citoplasmă până când sunt activați de agoniști sau sunt prezenți permanent în nucleu Procesele biochimice implicate în transducția semnalului în diferite celule sunt remarcabil de similare Pentru detectarea și procesarea semnalului, celulele bacteriilor, ciupercilor, plantelor și animalelor folosesc proteine similare și complexe multiproteice De exemplu, în plante, ciuperci și celule animale, s-au găsit proteine G heterotrimerice cu o structură similară și receptorii corespunzători acestora care au fost păstrate în cursul evoluției În mod similar, ' ' AMP ciclic (cAMP), care este o moleculă de semnalizare intracelulară, a fost găsit în bacterii, ciuperci și animale; Ca + joacă un rol similar în toate celulele eucariote În toate celulele, protein kinazele și fosfoprotein fosfatazele sunt implicate în reglarea activității enzimatice Deși principalele componente biochimice și procesele de transducție a semnalului sunt destul de conservatoare și sunt utilizate în mod repetat, ele sunt adesea implicate într-o mare varietate de procese și participă la implementarea multor reacții fiziologice diferite acțiuni De exemplu, cAMP se formează în bacterii, ciuperci și la mamifere cu participarea unor enzime similare ca proprietăți, iar în fiecare organism proteinele țintă pentru acest metabolit sunt diferite; deci, pentru unele specii de mixomicete, este un feromon Adesea, celulele folosesc aceleași proteine de semnalizare pentru a regla un anumit proces, cum ar fi transcripția, transportul ionic, motilitatea și metabolismul Astfel de sisteme de transducție a semnalului sunt asamblate în rețele de semnalizare, astfel încât celula să poată coordona răspunsurile la semnale multiple cu funcțiile îndeplinite în mod curent În prezent, în secvențele proceselor individuale ale sistemului de transmisie a semnalului și în rețea în ansamblu, se poate detecta prezența elementelor caracteristice rețelelor de calculatoare Acestea sunt amplificatoare, porți logice, control de feedback și feedforward și memorie Acest capitol discută mai întâi principiile de organizare a sistemelor de transducție a semnalului celular și problemele generale ale strategiei, apoi discută componentele și procesele biochimice relevante, precum și modalitățile de implementare în mod specific a principiilor subliniate Sistemul de transducție a semnalului intracelular este în principal de natură chimică Celulele sunt capabile să recunoască semnale de natură fizică și chimică De obicei semnalele fizice sunt transformate în cele chimice la nivelul receptorului Cele mai multe dintre semnalele recunoscute de celule sunt de natură chimică Când o celulă detectează un semnal fizic, acesta este de obicei convertit într-un semnal chimic la nivelul receptorului De exemplu, rodopsina fotoreceptorului vizual constă din proteina opsina, care este asociată cu o a doua componentă colorată cu un derivat al vitaminei A, Nc-retinian (cromofor) La absorbția unui foton, Nc-retinal fotoizomerizează la trc-retina, care este un ligand de activare pentru proteina opsină (pentru mai multe despre semnalizarea rodopsinei, vezi Modulele de semnalizare a proteinei G sunt larg răspândite și caracterizate printr-o adaptabilitate crescută) În mod similar, plantele simt culorile roșii și albastre, deoarece conțin proteinele fotosensibile fitocrom și criptocrom, care răspund la fotonii absorbiți de cromoforii lor de tetrapirol sau flavin Animalele exprimă, de asemenea, omologi criptocromi, care probabil joacă un rol în regulatorii ritmului circadian Sistemul de transducție a semnalului intracelular este în principal de natură chimică Unii receptori răspund direct la semnalele fizice Toate organismele într-o formă sau alta au canale senzoriale care răspund la modificările presiunii externe sau la aplicarea forțelor mecanice prin modificarea conductivității ionice La mamifere, simțul auzului este asigurat de semnale mecanice indirecte transmise prin canalele celulelor păroase exterioare ale urechii interne Ca răspuns la vibrația acustică, are loc întinderea domeniului extracelular al proteinei cadherinei Aceasta dezvoltă un efort datorită căruia canalul se deschide Celulele percep deformări mecanice printr-un număr de proteine situate la suprafață, cum ar fi, de exemplu, integrinele Integrinele asigură transmiterea semnalului către celulele care se atașează la alte celule și la complexele moleculare din mediul extern Un grup mare de receptori care recunosc semnalele fizice sunt canale care sunt sensibile la câmpurile electrice Un alt grup interesant este reprezentat de canalele ionice care transmit senzații de temperatură și durere; unele dintre aceste canale ionice sensibile la temperatură răspund, de asemenea, la prezența unor substanțe chimice precum capsaicina, iritantul pe bază de lipide care se găsește în ardeiul iute și responsabil pentru condimentarea lor Indiferent de natura semnalului, receptorul declanșează un lanț de reacții chimice care modifică comportamentul celulei Mai târziu vom vedea cum se realizează acest lucru Receptorii recunosc diverse semnale, dar declanșează un set limitat de sisteme pentru transmiterea lor intracelulară Receptorii conțin un domeniu de legare a ligandului și un domeniu efector Principiul modular al organizării receptorilor permite utilizarea unui număr limitat de mecanisme de reglare pentru o mare varietate de semnale O celulă poate exprima receptori diferiți pentru același ligand În funcție de domeniul efector al receptorului, același ligand poate acționa diferit asupra celulei Receptorii oferă un răspuns celular la un număr mare de molecule de informație extracelulare; prin urmare, o celulă trebuie să exprime o mare varietate de receptori, fiecare capabil să se lege la un ligand diferit În același timp, fiecare receptor trebuie să fie capabil să inițieze un răspuns celular Astfel, receptorii au două funcții domenii onale: un domeniu de legare a ligandului și un domeniu efector Uneori, acestea corespund anumitor domenii structurale din moleculele de proteine Separarea funcțiilor de legare și efectoare permite receptorilor diferiților liganzi, prin mai multe domenii efectoare, să genereze un număr limitat de semnale intracelulare conservate evolutiv De fapt, există doar un număr limitat de familii de receptori care sunt apropiate unul de celălalt în ceea ce privește structura și funcțiile de semnalizare (vezi Fig ) Natura domeniului receptorilor le oferă alte caracteristici utile De exemplu, o celulă își poate regla capacitatea de a răspunde la un semnal extern modificând intensitatea sintezei, degradarea receptorului sau activitatea sa (vezi Sistemul de semnalizare este foarte adaptabil) Împreună cu aceasta, natura răspunsului celular este de obicei determinată de receptor și de domeniul său efector, și nu de proprietățile fizico-chimice ale ligandului pv;r ilustrează poziția în care un ligand se poate lega la mai mult de un tip de receptor și oferă mai multe tipuri de răspuns celular și mai mulți liganzi diferiți pot acționa în același mod prin legarea la receptori înrudiți funcțional De exemplu, neurotransmitatorul acetilcolina se leaga de doua clase de receptori O clasă include canale ionice, în timp ce membrii celeilalte reglează proteinele G În mod similar, hormonii steroizi se leagă de receptorii nucleari care se asociază cu cromatina și reglează transcripția și de alți receptori de pe membrana plasmatică În schimb, atunci când liganzii multipli se leagă de receptori din aceeași clasă biochimică, ei generează un răspuns celular similar De exemplu, destul de des o celulă exprimă mai mulți receptori diferiți care stimulează formarea de molecule de semnalizare intracelulare de cAMP Efectul receptorului asupra celulei va depinde, de asemenea, în mare măsură de biologia și starea acesteia la un moment dat În funcție de specificul semnalului extern, domeniul de legare a ligandului și domeniul efector pot fi decuplate De exemplu, rodopsinele de mamifere și nevertebrate semnalează prin diferite proteine G efectoare (G și, respectiv, Gq) Un alt exemplu este calmodulina, o mică proteină reglatoare a mamiferelor care leagă calciul La plante, este reprezentată de un domeniu separat în cadrul proteinelor mari Natura de domeniu dublu a receptorilor permite celulei să regleze în mod independent legarea ligandului și răspunsul Afinitatea unui ligand pentru receptor și/sau capacitatea ligandului legat de a genera un semnal pot fi modificate prin modificarea sa covalentă sau prin reglarea alosterică Vom discuta aceste întrebări CAPITOLUL Funcţionarea sistemelor de transducţie a semnalului intracelular Receptorii sunt alcătuiți din două domenii funcționale, un domeniu de legare a ligandului (LBD) și un domeniu efector (ED) Această structură sugerează că doi receptori care reacţionează cu liganzi diferiţi (în mijloc) pot iniţia acelaşi răspuns prin activarea unor domenii efectoare similare De asemenea, este posibil ca celula să exprime două izoforme de receptor (stânga) care recunosc același ligand și mediază răspunsuri diferite prin domenii efectoare diferite Este posibil să se formeze un receptor himeric artificial cu proprietăți noi mai jos, la Modificarea alosterică și covalentă are loc în sistemele de transducție a semnalului Receptorii pot fi clasificați fie în funcție de natura ligandului pe care îl leagă, fie de natura semnalului generat Semnalul de ieșire, care este determinat de domeniul efector, de obicei se corelează cel mai bine cu natura generală și secvența evenimentelor transmisiei sale (A doua jumătate a acestui capitol este dedicată unei discuții despre proprietățile receptorilor grupați după funcție ) Cu toate acestea, clasificarea farmacologică a receptorilor în funcție de specificitatea lor pentru liganzi este deosebit de valoroasă pentru înțelegerea organizării sistemelor endocrin și nervos și pentru clasificând numeroasele răspunsuri fiziologice asociate consumului de droguri Expresia unui receptor care este de obicei absent într-o celulă este adesea suficientă pentru ca aceasta să dobândească sensibilitate la ligandul corespunzător Această sensibilitate se dezvoltă frecvent, iar celula exprimă alte componente necesare pentru semnalizarea ulterioară de la receptor Natura răspunsului unei celule este determinată de biologia acesteia Într-un experiment, un răspuns celular la un anumit compus poate fi indus utilizând ADNc care codifică receptorul De exemplu, receptorii de celule de mamifere pot fi exprimați în drojdie, iar acestea din urmă devin sensibile la liganzii corespunzători Astfel, folosind acest model, este posibil să se detecteze noi compuși chimici (medicamente) care activează receptorii În cele din urmă, receptorii himerici pot fi creați prin fuzionarea domeniului de legare a ligandului unui receptor cu domeniul efector al altuia (vezi Figura ) Astfel de receptori himerici, atunci când sunt atașați la un ligand, pot furniza în mod fundamental nou răspuns Prin modificarea genetică a domeniului de legare a liganzilor, este posibil să se creeze receptori care sunt sensibili la noi liganzi Astfel, cercetătorii pot controla funcțiile celulei și sensibilitatea acesteia la compuși chimici complet străini Receptorii sunt catalizatori și amplificatori Puncte cheie • Receptorii cresc viteza proceselor cheie de reglementare • Receptorii acţionează ca amplificatori moleculari Receptorii accelerează diferite procese intracelulare și astfel acționează ca analogi funcționali ai enzimelor sau ai altor catalizatori Unii receptori, cum ar fi protein kinaze, protein fosfataze și guanilat ciclaza, sunt ei înșiși enzime și, prin urmare, sunt catalizatori biochimici clasici Cu toate acestea, receptorii folosesc de obicei o energie de legare relativ mică a ligandului pentru a accelera reacțiile care apar în detrimentul surselor alternative de energie De exemplu, receptorii, care sunt canale ionice, catalizează fluxul de ioni prin membrana celulară Acest proces se realizează datorită potențialului electrochimic, care este generat de diferite pompe ionice Receptorii cuplați cu proteina G și schimbul de nucleotide guanil catalizează schimbul de GDP cu GTP în proteina G, care este o substanță favorabilă energetic Receptorii sunt catalizatori și amplificatori un proces determinat de echilibrul energetic al nucleotidelor celulare Formarea complexului de inițiere a transcripției este accelerată de factorii de transcripție, dar energia pentru transcripție în sine este furnizată de hidroliza ATP și dNTP Fiind catalizatori, receptorii accelerează cursul reacțiilor biochimice Majoritatea sistemelor de transmisie a semnalului sunt controlate cinetic, nu termodinamic Aceasta înseamnă că semnalul modifică viteza reacțiilor, nu starea lor de echilibru (vezi secțiunea următoare) Astfel, transducția semnalului amintește de reglarea metabolică, în care reacțiile specifice sunt alese în funcție de ratele lor, termodinamica jucând un rol de susținere În toate procesele sistemului de transducție a semnalului intracelular, activitatea catalitică a receptorilor le permite să funcționeze ca amplificatori moleculari Direct sau indirect, receptorul generează un semnal chimic uriaș din punct de vedere energetic și din punct de vedere al numărului de molecule mobilizate de un receptor Amplificarea moleculară este o trăsătură caracteristică a receptorilor și este inerentă în multe etape ale sistemului de transducție a semnalului Legarea ligandului modifică conformația receptorului Receptorii există în conformații active și inactive Legarea unui ligand transformă receptorul într-o conformație activă Centrală pentru funcționarea receptorilor este întrebarea cum legarea unei molecule de semnalizare la domeniul corespunzător crește activitatea domeniului efector Punctul cheie aici este existența receptorului în mai multe conformații moleculare, dintre care unele sunt active în transmisia semnalului, iar unele sunt inactive Liganzii modifică echilibrul în care se găsesc aceste conformații Elucidarea modificărilor structurale care apar în timpul tranziției receptorilor la forma activă și invers, precum și rolul legării ligandului în aceste procese, este una dintre ramurile interesante ale biofizicii Cu toate acestea, aceste procese pot fi descrise în general în termeni de conjugare a izomerizării conformaționale a domeniilor de legare a ligandului și a domeniilor efectoare Cum activează liganzii (sau nu activează) receptorul? În cele mai multe cazuri, activitatea receptorului poate fi descrisă în termenii unei scheme simple care ia în considerare existența receptorului în două conformații interdependente, inactiv (R) și activ (R*) Ambele conformații sunt în echilibru, care se caracterizează prin constanta de echilibru J J R > R* Deoarece receptorii liberi au de obicei activitate minimă, J Jurnal[L] Activitate parțială a receptorului , - , - , - invers , - agonist , - , - Jurnal[L] FIG Folosind modelul simplu prezentat, este posibil să descriem diferitele activități funcționale ale receptorilor și liganzilor acestora pe baza a două stări În stânga este activitatea relativă a receptorului în prezența a doi agonisti cu afinități diferite și a unui agonist parțial Efectul unui agonist invers este prezentat în dreapta Dacă activitatea relativă scăzută a receptorului liber este însoțită de activitate biologică semnificativă, atunci este ușor de determinat gradul de inhibare a acestuia de către agonistul invers Legarea ligandului modifică conformația receptorului sau la modificarea metabolismului celular Un astfel de control asupra semnalizării joacă un rol cheie Pe parcursul capitolului, vom reveni periodic la mecanismul de control asupra sistemului de semnalizare intracelular Pe parcurs și în rețelele sistemelor de transmisie, semnalele sunt sortate și integrate Procesele de transmisie a semnalului sunt de obicei în mai multe etape și pot diverge și converge Divergența oferă răspunsuri multiple la un singur semnal Convergența permite semnalelor să se integreze și să îndeplinească o funcție de coordonare Receptorii rareori afectează direct procesele intracelulare pe care le reglează Ele declanșează de obicei o secvență de procese de reglare care implică proteine intermediare și molecule mici Datorită funcționării sistemelor de transducție a semnalului în mai multe etape, celula este capabilă să le amplifice, să modifice cinetica, să insereze puncte de control, să integreze semnale multiple și să le direcționeze către diverși efectori Căile de semnalizare ramificate oferă celulei capacitatea de a integra mai multe semnale de intrare și de a transmite informații către punctele de control necesare După cum se arată în fig i h, ramificarea poate fi convergentă, în cazul în care semnalele multiple reglează punctele finale comune, sau divergentă, în cazul în care sistemul de semnalizare se ramifică, obținând astfel controlul asupra mai multor procese În organismele multicelulare, ramificarea divergentă permite unui singur receptor hormonal să inițieze un anumit tip de răspuns în celule și țesuturi Datorită divergenței, receptorul oferă un răspuns celular diferit cantitativ Acest răspuns este determinat de amplificarea semnalului în etapele intermediare ale transmisiei acestuia Se observă adesea ramificarea convergentă - atunci când mai mulți receptori activează același proces pentru a obține același răspuns Ramificarea convergentă permite integrarea și reglarea coordonată a intrărilor multiple stimulatoare și inhibitorii într-o locație comună Receptorii pentru mai mulți hormoni diferiți declanșează adesea un semnal similar sau suprapus în aceeași celulă țintă Suprapunerea căilor de transducție a semnalului convergente și divergente formează o rețea de semnalizare în celulă, care joacă un rol de coordonare în cu privire la intrări multiple (vezi Figura ) În mod obișnuit, astfel de căi sunt caracterizate de complexitate, care se manifestă atât în numărul și varietatea componentelor lor, cât și în aranjarea spațială a ciclurilor de proces Rețelele de transmisie a semnalelor sunt, de asemenea, organizate complex în spațiu Ele pot include componente localizate la diferite locații ale celulei, iar receptorii și proteinele asociate pot fi localizate în membrana plasmatică, iar proteinele implicate în procesele de semnalizare ulterioare pot fi în citoplasmă sau în organele O astfel de organizare complexă este necesară pentru ca celula să poată integra și sorta semnalele de intrare, precum și să regleze simultan mai multe funcții intracelulare Datorită complexității rețelelor de semnalizare și capacității lor de a se adapta, așa cum este ilustrat în partea inferioară a Fig , este dificil sau chiar imposibil să înțelegem intuitiv dinamica lor la nivelul întregii celule Organizarea rețelelor de semnalizare seamănă cu calculatoarele puternice, iar pentru a înțelege fluxurile de informații din celulă și reglarea acestora, cercetătorii au nevoie din ce în ce mai mult de concepte de computer specifice În primul rând, multe procese de semnalizare care implică doar două sau trei proteine funcționează în același mod ca rețelele de calculatoare logice obișnuite (vezi secțiunea următoare) Bazele teoretice binecunoscute pentru construirea unor astfel de rețele și experiența de lucru cu acestea în electronică fac mai ușor de înțeles principiile de funcționare a sistemelor biologice similare Se poate simplifica complexitatea extremă a rețelelor de semnalizare celulară, gândindu-ne la ele ca fiind formate din module de semnalizare interacționate, adică grupuri de proteine care procesează semnalul într-un mod bine înțeles Un modul de semnalizare celulară este similar cu un circuit integrat care face parte dintr-un dispozitiv electronic care îndeplinește o funcție specifică, iar acest circuit poate fi utilizat pentru a îndeplini o funcție similară într-un alt dispozitiv Conceptul modular ajută la înțelegerea aspectelor cantitative și calitative ale funcționării rețelei de semnalizare Mai târziu în acest capitol, vom lua în considerare multe module de semnal standard Exemplele includ modulul heterotrimer al proteinei G, cascada MAPK, receptorii tirozin kinazei (Tr) și proteinele care se leagă de aceștia și modulul de ieșire/captură a ionilor Ca + În fiecare caz, în ciuda numeroaselor diferențe filogenetice, evolutive și fiziologice, înțelegerea principiilor de bază ale funcționării acestor tipuri de module contribuie la înțelegerea tuturor variantelor lor modificate În cele din urmă, semnificația evolutivă a modulului joacă un rol important; dacă arhitectura sa este organizată, atunci modulul poate fi utilizat în mod repetat În cazul rețelelor la scară largă, măsurătorile multiplex de mare debit efectuate pe celule vii au fost combinate cu date de simulare cinetică pentru a putea cuantifica cu acuratețe cantitatea de flux de informații CAPITOLUL Funcţionarea sistemelor de transducţie a semnalului intracelular Pentru a coordona fluxurile de informații, transmisia semnalului poate avea loc prin ramificare convergentă și divergentă Diagrama din partea de sus ilustrează modul în care informațiile sunt sortate chiar și în cazul unei rețele de semnalizare simple cu trei straturi Convergența și divergența pot apărea în multe puncte de-a lungul căii semnalului Pentru a ilustra complexitatea imaginii rezultate, o zonă mică (aproximativ %) a rețelei de semnalizare care implică proteina G în celulele culturii de macrofage de șoarece este prezentată mai jos Schema nu are unele mecanisme de reglementare care operează între căile principale de transducție a semnalului și, de asemenea, nu ia în considerare contribuția receptorilor care nu sunt cuplati la proteina G Harta traseului oferită de Lily Jiang, Texas Southwestern Medical Center per modul de semnal sau în toate rețelele Astfel de modele cu un set de parametri fiabil și confirmat experimental pot descrie procesele semnalului în sisteme care sunt prea complexe pentru o analiză intuitivă sau ad boc Ele sunt, de asemenea, valoroase ca teste, deoarece pot fi folosite pentru a prezice rezultatele experimentelor și pentru a testa modelul Modelele bine fundamentate pot fi apoi utilizate (cu prudență) pentru a formula ipoteze despre mecanismul de funcționare al unui sistem pentru care nu a fost posibilă stabilirea unui set de parametri Pentru niveluri mai mari de complexitate, fundalul teoretic și schema de circuit a com Pe parcurs și în rețelele de sisteme de transmisie, semnalele sunt sortate și integrate Pewters permit analiza fluxurilor de semnal în celule la nivel de sistem Folosind principiile proiectării computerelor pentru a analiza cantități mari de date cantitative, se poate înțelege fluxul de informații celulare și se poate afla cum este reglementat Dezvoltarea modelelor cantitative ale rețelelor de semnalizare celulară este un domeniu complet nou al biologiei Aceste modele ajută la descrierea funcționării rețelelor și a experimentelor de proiectare care vizează elucidarea mecanismelor de semnalizare sisteme intracelulare semnalizarea poate fi gândită ca un circuit logic biochimic Rețelele de semnalizare sunt compuse din grupuri de reacții biochimice care seamănă cu funcții logice matematice care integrează informații Pentru a procesa informații la un nivel superior, combinațiile de astfel de funcții logice sunt combinate în rețele de semnal După cum sa menționat în secțiunea anterioară, funcțiile de semnalizare utilizate pentru a integra informațiile și a le direcționa către ținte celulare sunt remarcabil de similare cu funcțiile logice matematice utilizate pentru a proiecta circuite electronice individuale de computer Într-adevăr, există echivalente biologice ale aproape tuturor componentelor funcționale care sunt bine cunoscute de informaticienii și inginerii implicați în construcția computerelor și a dispozitivelor electronice de control Prin urmare, pentru a înțelege cum funcționează căile de transducție a semnalului, este util să luăm în considerare grupuri individuale de reacții din proces ca componente ale unui lanț logic similar cu cel de calculator (vezi d :) Cel mai simplu exemplu este convergenţa a două procese care conduc la stimulare Dacă fiecare generează un semnal suficient pentru a provoca un răspuns, atunci convergența va prezenta o funcție "SAU" Dacă nu există suficient semnal pe oricare dintre intrări, dar combinația ambelor cauzează un răspuns, atunci calea convergentă va crea o funcție "ȘI" Circuitele de tip AND sunt, de asemenea, considerate detectoare de coincidență, adică un răspuns este generat numai atunci când două căi de stimulare sunt activate simultan Funcția AND apare ca urmare a unei combinații a două apropiate, dar inadecvate cantitativ boolean (boolean) A SAU B A " Răspunde B > Răspuns A + B > Răspuns A NU B Cantitativ (analogic) Aditivitate Răspuns A + fix GW Log (concentrație de agonist) Mai mult decât aditivitate Răspuns Log (concentrație de agonist) Mai puțin decât aditiv A+B A B Răspuns A > Răspuns A + B -► Log (concentrație de agonist) ALERGA , , Rețelele de semnalizare folosesc funcții logice simple pentru a procesa informațiile primite Funcțiile booleene "SAU", "ȘI" și "NU" (stânga) corespund relațiilor cantitative dintre semnalele convergente, prezentate în dreapta CAPITOLUL Funcţionarea sistemelor de transducţie a semnalului intracelular Bucla de feedback pozitiv: Comutatorul este permanent ON Ieșire Ieșire Putere de intrare Buclă pozitivă înainte: răspunde la un semnal de intrare continuu Ieșire Intrare ■ > Ieșire Timp Blocare conformațională - Comutator de control dublu Ieșire Timp G K G K P G R Un proces de procesare a semnalului relativ complex este realizat folosind module simple multiproteice Figura prezintă trei tipuri de module de semnal (stânga) și răspunsul lor la prezența agoniștilor (dreapta), (sus) În modulul de feedback pozitiv, proteina transmițătoare (T) stimulează efectorul (E), care produce un semnal de ieșire Cu toate acestea, efectorul stimulează și activitatea transmițătorului Rezultatul este un comutator cu totul sau nimic În acest caz, semnalul de intrare, a cărui valoare nu depășește o anumită valoare de prag, se dovedește a fi ineficient Cu toate acestea, eficiența semnalului crește dramatic atunci când există suficient feedback de la efector pentru a menține transmițătorul activ, chiar și în absența unei intrări constante a receptorului (centru) În modulul de derivație pozitivă, efectorul primește semnale de la transmițător și de la elementele situate în fața acestuia Când stimularea este de scurtă durată (bară orizontală scurtă sub graficul din dreapta), nu există o acumulare de cantități semnificative de transmițător activ, iar semnalul de ieșire atinge o valoare minimă Cu o stimulare mai lungă (bară orizontală lungă), ieșirea este mai puternică (de jos) ca situs Ser al substratului protein kinazei (-OH) Un efector poate fi fosforilat sau defosforilat numai atunci când este legat de o proteină G Prin urmare, așa cum se arată în figura din dreapta, adăugarea unui G va avea un efect de activare, dar activarea unei kinaze (K) nu va fi observată Dacă kinaza este activă atâta timp cât este legată de proteina G, atunci forma fosforilată este rezistentă la fosfatază, cu excepția cazului în care G are rebound și reziduul de fosforerină a fost demascat (prezentat ca P în graficul din dreapta) Sistemele de semnalizare intracelulară pot fi gândite ca un circuit logic biochimic semnale de intrare În schimb, ambele intrări mecanice diferite pot fi necesare pentru a genera un răspuns Un exemplu este o proteină țintă care este activată alosteric numai la fosforilare sau este activată la fosforilare, dar începe să funcționeze numai după translocarea ei în situsuri intracelulare specifice Opusul funcției AND este funcția NOT Se caracterizează prin faptul că o cale blochează efectul stimulator al alteia Există porți logice simple în multe puncte ale căilor de semnalizare celulară De asemenea, se poate presupune existența unei căi de transmisie a semnalului convergent într-un sens mai degrabă cantitativ decât boolean, considerând aditivitatea semnalelor de intrare ca un proces separat (vezi Fig din dreapta) Funcția "SAU" a figurii de sus poate fi văzută ca o intrare pozitivă aditivă din două căi Această aditivitate poate reflecta capacitatea a doi receptori de a stimula un grup specific de proteine G sau capacitatea a două protein kinaze de a fosforila același substrat Aditivitatea poate avea ca rezultat un semnal pozitiv, ca în exemplul de mai sus, sau un semnal negativ atunci când sunt combinate două intrări inhibitoare Inhibarea și stimularea se pot combina, de asemenea, aditiv pentru a produce un semnal echilibrat algebric În schimb, semnalele de intrare multiple sunt capabile să se combine, dând un semnal total mai mare sau mai mic decât cel aditiv Funcția NO discutată mai sus este analogă cu cea care descrie blocarea ritmului Funcția și descrie un sinergism în care o intrare potențează alta, dar în sine are un efect redus Chiar și o simplă rețea de semnalizare este caracterizată de o schemă complexă de procesare a informațiilor Un bun exemplu este crearea "memoriei": transformarea efectului unui semnal temporar într-unul mai mult sau mai puțin permanent Sistemele de transmisie au o varietate de mecanisme pentru formarea memoriei și uitarea semnalului Unul dintre mecanismele comune căii proteinei kinazei este bucla de feedback pozitiv și este prezentat în partea de sus a Fig În acest ciclu, semnalul de intrare stimulează transmițătorul (T), care, la rândul său, activează proteina efectoră (E), care formează semnalul de ieșire Dacă efectorul poate stimula și emițătorul, atunci o parte a semnalului inițial poate fi transmisă emițătorului În acest caz, transmițătorul poate oferi aspectul semnalului complet al efectorului la ieșire, chiar și în absența unui semnal de intrare După cum se arată în fig din dreapta, un astfel de sistem se caracterizează de obicei prin existența unui efect de prag Feedforward-ul pozitiv poate genera un alt tip de memorie (vezi Figura , figura din mijloc) care marchează durata semnalului de intrare În astfel de circuite, efectorul are nevoie de intrări simultane de la receptor și de la intermediar emițător înfiorător Dacă calea de transmisie a semnalului de la receptor prin transmițător este relativ lentă sau este necesară acumularea unor cantități semnificative de transmițător, răspunsul se va activa numai cu un semnal continuu Acest lucru este prezentat în diagrama de timp a semnalului de ieșire din dreapta A treia cale de memorie este de a permite unui semnal de intrare să controleze reversibilitatea unui al doilea eveniment de reglementare (vezi Figura , figura de jos) Proteina WASP, care inițiază polimerizarea actinei pentru motilitatea celulară și schimbarea formei, este activată prin fosforilare și prin legarea la Cdc , care este o proteină mică de legare a GTP (G) Cu toate acestea, situsul fosforilat de pe WASP se deschide numai după legarea sa de Cdc Astfel, fosforilarea necesită Cdc activat și protein kinază activată Dacă Cdc se disociază, starea fosforilată a WASP este menținută până când este din nou legată de o altă moleculă de semnalizare, a cărei natură este necunoscută Acest lucru va deschide din nou site-ul pentru protein fosfatază După cum se arată în graficul de timp, legarea la Cdc are ca rezultat un efect de activare, în timp ce legarea de kinază singură nu are Dacă Cdc este prezent, atunci kinaza poate activa WASP Phospho-WASP este relativ rezistent la o proteină fosfatază (P), dar este defosforilat dacă CBC sau o altă proteină G se leagă de ea și deschide un site pentru fosfatază Structurile cadru cresc eficiența sistemelor de transmisie a semnalului și îmbunătățesc organizarea spațială a acestora Structurile cadru organizează grupuri de proteine de semnalizare și pot asigura specificitatea proceselor de semnalizare, interzicând funcționarea componentelor cu mai mulți parteneri Structurile de schelă cresc concentrația locală a proteinelor de semnalizare Scheletele plasează căi de semnal acolo unde operează Proteinele implicate în procesele de transducție a semnalului sunt adesea localizate împreună în celulă, ceea ce facilitează interacțiunea lor și minimizează legarea de alte proteine Există multe căi de transducție a semnalului în structurile schelei ale celulei Pentru a crește eficiența sistemului de transducție a semnalului, structurile de schelă leagă mai multe dintre componentele sale în complexe multi-proteice Structurile cadrului fac acest lucru mai ușor CAPITOLUL Funcţionarea sistemelor de transducţie a semnalului intracelular rodopsina RKS PLC-P INAD INAD PLC-p RKS Proteina de schelă InaD organizează proteine care transmit semnale vizuale celulelor fotoreceptoare Drosophila Această proteină este localizată în membrana fotoreceptorului și coordonează sensibilitatea la lumină cu transmiterea semnalului vizual În ochiul nevertebrat, transmiterea semnalului vizual este direcționată de la rodopsina prin Gq la fosfolipaza C-p, iar procesul de eliberare de Ca + declanșat de PLC începe depolarizarea Acest sistem este reglat la o anumită rată de transmisie și presupune că toate proteinele necesare sunt în apropiere InaD conține cinci domenii PDZ, fiecare dintre acestea se leagă de regiunea C-terminală a unei proteine transductoare de semnal Canalul TRP este asociat în mod constitutiv cu proteina InaD, prin care intră calciul, PLC-p și izoforma protein kinazei C implicate în desensibilizarea rapidă Indirect, InaD leagă, de asemenea, rodopsina, miozina (NinaC) și Gq interacțiunea proteinelor cu afinitate scăzută unele pentru altele contribuie la activarea (și adesea inactivarea) componentelor înrudite și localizarea proteinelor de semnalizare la locurile de funcționare a acestora Co-localizarea proteinelor poate întări sau reglează interacțiunea lor, iar localizarea proteinelor în structurile schelei în timpul procesării semnalului determină adesea puterea de ieșire a acestuia Locurile de legare ale proteinelor de schelă sunt adesea localizate în anumite domenii modulare, de la Proteina n de schelă Ste p organizează componentele cascadei MAPK, care implementează semnalul de împerechere ca răspuns la feromoni din Sacharomyces cerevisiae În figura de sus din stânga: ca răspuns la feromon, sub acțiunea lui Ste p, componentele cascadei MAPK sunt concentrate pe membrană În panoul din dreapta sus, atunci când se leagă de heterotrimerul proteinei G, proteina Ste p este situată în imediata apropiere a proteinei kinazei Ste p asociată cu proteina mică de legare a GTP activată Cdc p Co-localizarea proteinelor asigură activarea secvențială a componentelor cascadei, ceea ce duce la activarea și împerecherea MAPK Fus p După cum se arată în cele două figuri de jos, Stellp MAPK poate regla nu numai Fus p MAPK, ci și Hoglp MAPK, care este o componentă a căii de semnalizare cu osmolaritate ridicată Proteina de schelă de care se leagă Stellp, Ste p sau Pbs (care este proteina de schelă și MAP K) determină ce MAPK și ce evenimente ulterioare sunt activate atunci când ieșirea este generată Structurile cadru măresc eficiența sistemelor de transmisie a semnalului și le îmbunătățesc responsabil pentru legarea proteinelor Acest lucru dă impresia că rolul structurii proteinei este pur și simplu de a ține împreună componentele căii de transducție a semnalului Într-adevăr, multe proteine de schelă nu au activitate enzimatică, cu toate acestea, unele enzime ale căii de semnalizare acționează ca proteine de schelă Legarea proteinei la structura scheletului facilitează transducția semnalului prin creșterea concentrației locale a componentelor și, prin urmare, difuzia sau migrarea moleculelor la locurile adecvate nu este necesară În celulele fotoreceptoare Drosopbila, legarea proteinelor de semnalizare la structurile de schelă este absolut esențială pentru transducția rapidă a semnalului Aceste celule conțin proteina schelă InaD, care conține cinci domenii de legare modulare cunoscute sub numele de domenii PDZ Fiecare dintre aceste domenii se leagă de secvența C-terminală a proteinei țintă, oferind astfel interacțiune între proteinele complexului Pe fig Figura prezintă un model care descrie implicarea InaD în organizarea proteinelor de semnalizare Pierderea proteinei InaD prin mutație are ca rezultat apariția muștelor oarbe, iar pierderea unuia dintre domeniile PDZ are ca rezultat apariția insectelor cu defecte vizuale caracteristice proteinei care se leagă de domeniul lipsă Un alt exemplu este proteina Ste p, care este o schelă pentru procesele care formează răspunsul de împerechere indus de feromoni în S cerevisiae Pe fig Figura arată cum Ste p se leagă și organizează componente ale cascadei protein kinazei activate de mitogen (MAPK) Această cascadă include MARZK (Stellp), MAP K (Ste p) și MAPK (Fus p) (Pentru mai multe despre cascada MAPK, vezi MAPK este esențial pentru multe căi de semnalizare ) Proteina Ste p își păstrează funcțiile chiar dacă poziția site-urilor de legare a kinazei se schimbă de-a lungul lanțului polipeptidic Acest lucru indică faptul că rolul principal al proteinei este de a apropia enzimele, mai degrabă decât de a le orienta precis Proteina Ste p se leagă și de ( ) subunități ale heterotrimerului proteinei G, care este implicată în generarea unui răspuns la feromoni prin legarea semnalului membranar de transmițătorii intracelulari funcție biologică (dar nu toate), care se realizează printr-o transmisie de semnal specifică calea Pe lângă furnizarea de transducție a semnalului de-a lungul propriilor căi, structurile de schelă sporesc specificitatea căilor de semnalizare prin interacțiuni cu alte proteine de semnalizare Astfel, ele izolează componentele sistemului de semnalizare de a fi activate de semnale străine și de a genera un răspuns greșit De exemplu, în drojdie, căile feromonilor și osmolarității au componente comune, inclusiv MARZK Cu toate acestea, fiecare cale este specifică deoarece implică diferite schele care limitează transmisia semnalului Dimpotrivă, cu un exces de structuri de schelă, transmisia semnalului poate fi inhibată, deoarece componentele individuale de semnalizare se vor lega mai des de anumite proteine de schelă și nu vor forma un complex funcțional Această diluare cu schele separă, mai degrabă decât concentrează, componentele sistemului de semnalizare, împiedicându-le să interacționeze pentru a funcționa Interacțiunile proteină-proteină sunt determinate de domenii modulare independente fbN!ll;|!l!!J M ! k!d!H!;^MMM Proteinele interacționează între ele prin mici domenii conservate Domeniile modulare care interacționează sunt necesare pentru transmiterea semnalului Adaptoarele constau numai din domenii sau sunt secvențe de legare Domeniile modulare de interacțiune proteină-proteină sau secvențele de legare la proteine sunt prezente în multe proteine semnal și le permit să se lege la alte molecule, inclusiv proteine, lipide și acizi nucleici Unele dintre aceste domenii sunt enumerate în Figura - Spre deosebire de structurile de schelă, care leagă anumite proteine în mod destul de selectiv, interacțiunea cu domenii modulare implică de obicei nu o moleculă specifică, ci un grup de ținte care au proprietăți structurale comune Pentru prima dată, domeniile de interacțiune modulare implicate în transducția semnalului au fost găsite în tirozin kinaza, care este o proto-oncogenă Src care conține un domeniu tirozin kinazei și două domenii numite domenii Src (SH) omoloage și Inițial, domeniile modulare SH și SH au fost identificate la compararea structurii Src cu cea a altor două tirozin kinaze, Fps și AI Unul sau ambele dintre aceste domenii sunt prezente în multe proteine și ambele sunt implicate în interacțiunile proteină-proteină Domeniile SH , care conțin aproximativ de resturi de aminoacizi, se leagă la secvențe scurte specifice bogate în prolină Domeniile SH și secvențele bogate în prolină sunt prezente în multe proteine citoscheletice implicate în complexele de adeziune focală Este posibil ca astfel de secvențe să direcționeze proteinele cu domenii SH către aceste situsuri celulare specifice Spre deosebire de site-uri web CAPITOLUL Funcţionarea sistemelor de transducţie a semnalului intracelular Funcții caracteristice domeniului într-o celulă - - Leagă reziduurile de fosfoserină sau fosfotreonină din proteine Izolarea proteinelor Bromo Leagă resturile de lizină acetilate proteinele cromatinei CARD Dimerizare Activarea caspazei CI Leagă esterii de forbol sau diacilglicerol Migrarea proteinelor către membrane C Leagă fosfolipide Transducția semnalului, mișcarea veziculelor EF hand Leagă calciul procesele mediate de calciu F-Box Leagă Skpl în complexul ubiquitin-ligază Ubiquitinilation FHA Leagă reziduurile de fosfotreonină sau fosfoserină din proteine Funcții diverse; Leziuni ale ADN-ului FYVE se leagă de PI( )P Mișcarea membranei, semnalizarea TGF-p HECT se leagă de enzimele de conjugare a ubiquitinei E și transferă ubiquitina pe un substrat sau lanț de reziduuri de ubiquitină LIM Secvență bogată în cisteină, care leagă zincul, care formează două degete de zinc repetate în tandem O varietate de funcții PDZ se leagă la - resturi de aminoacizi la capătul C-terminal al proteinelor care conţin un rest hidrofob la capătul moleculei; se poate lega de PIP Formarea de diverse complexe proteice de schelă adesea pe membrană PH se leagă de fosfoinozitide specifice, în special PI- -P , PI- -P sau PI- -P Migrarea proteinelor către membrane și motilitate INEL Leagă zincul și poate fi prezent în ligazele de ubiquitină E Ubiquitinilare, transcriere SAM Formează homo- și hetero-oligomeri O mare varietate de funcții SH se leagă la un reziduu de fosfotirozină din proteine (pY) Cale de semnalizare care implică tirozin protein kinaza SH Asociat cu motivul structural al RXHR Diverse procese TPR O secvență degenerată de aproximativ de aminoacizi cu resturi WL/GYAFAP; formează structuri de schelă O varietate de funcții ww Se leagă la secvenţe bogate în prolină Alternativă la SH ; mișcarea veziculelor BOGAT: - Tabelul enumeră domeniile de interacțiune proteină-proteină modulare cunoscute prezente în multe proteine Interacțiunile proteinelor care implică aceste domenii sunt esențiale pentru controlul funcțiilor celulare Doar câteva astfel de domenii au fost găsite la procariote individuale Potrivit Laboratorului Pawson, Domeniile Interacțiunilor Proteice, Spitalul Mount Sinai (http://pawsonlab/mshri on ca/) Locurile de legare a fosfotirozinei de legare SH cu secvențe bogate în prolină pentru domeniile SH sunt prezente în celulele în repaus și activate Cu toate acestea, interacțiunea SH cu prolina este blocată de fosforilarea aminoacizilor din această secvență Domeniile SH , care conțin aproximativ de resturi de aminoacizi, se leagă la proteine care conțin resturi de tirozină fosforilate, cum ar fi tirozin kinaza citoplasmatică și receptorii tirozin kinaze Astfel, fosforilarea Tyr reglează proprietățile situsurilor de legare SH și astfel Interacțiunile proteină-proteină sunt determinate de domenii modulare independente astfel, un set de interacțiuni proteină-proteină în funcție de natura semnalului A fost folosită o metodă elegantă pentru a identifica specificitatea de legare a domeniilor SH Mai întâi, domeniile SH recombinate au fost incubate cu lizate de celule și apoi, folosind metode de afinitate, au fost izolate din incubate Unele dintre proteinele asociate cu domeniile SH au interacționat cu anticorpii la fosfotirozină Folosind aceasta și alte metode, s-a demonstrat că domeniile SH recunosc secvențele adiacente fosfotirozinei și fosforilarea reziduurilor de tirozină este necesară pentru legarea strânsă Pe măsură ce natura interacțiunilor este identificată, se acumulează date privind secvențele specifice de aminoacizi care sunt recunoscute și asociate cu domenii modulare Astfel de date sunt, de asemenea, obținute dintr-un program de screening folosind biblioteci de ADNc și/sau peptide pentru a evalua interacțiunile Pe baza studiului specificității secvenței pentru domenii individuale, au fost identificate secvențe consens Folosind aceste secvențe, este posibil să se prezică dacă un domeniu se va lega la o anumită secvență dintr-o proteină Proteinele adaptoare, care nu au activitate enzimatică, leagă moleculele de semnalizare și le aranjează într-un mod care să le permită să răspundă la semnalele externe De obicei, proteinele adaptoare conţin două sau mai multe domenii modulare sau o secvenţă de legare Proteinele adaptoare, spre deosebire de proteinele schelete, sunt de obicei caracterizate prin multifuncționalitate, deoarece domeniile și secvențele lor modulare nu sunt foarte specifice Adaptorii se leagă de una sau mai multe alte proteine de semnalizare prin domenii de interacțiune a proteinelor Acest lucru duce la gruparea proteinelor de semnalizare sau facilitează interacțiunile suplimentare ale acestora cu alte proteine Grb este o proteină adaptoare prototip care a fost identificată ca o proteină care se leagă de regiunea C-terminală a receptorului EGF Grb are un domeniu SH și două domenii SH Prin domeniul SH , se leagă constitutiv de regiuni specifice bogate în prolină ale proteinelor, iar această legare poate fi blocată Grb vizează SOS, un factor de schimb de nucleotide guanil care activează Ras, o proteină mică de legare a GTP, ca răspuns la un semnal de la EGF Prin domeniul SH , proteina Grb se leagă de proteinele fosforilate de tirozină, inclusiv de receptorii înșiși, iar legarea este dependentă de semnal Astfel, fosforilarea tirozinei în acești receptori, ca răspuns la legarea lor de ligand, asigură legarea lor la Grb , care, la rândul său, duce la transferul SOS la receptorul localizat pe membrană Odată ajuns în membrană, SOS își poate activa ținta, Ras Sistemul de transmisie a semnalului se caracterizează printr-o adaptabilitate ridicată Sensibilitatea căilor de semnalizare este reglată în așa fel încât răspunsul celulei să poată fi schimbat atunci când puterea semnalului se schimbă într-un interval larg În toate căile de semnalizare, această funcție este reglată folosind mecanisme de feedback Majoritatea sistemelor de semnalizare conțin multe bucle de feedback adaptive care gestionează semnale de intensitate și durată diferite O proprietate universală a sistemelor de semnalizare intracelulară este adaptabilitatea lor la semnalul de intrare Celula își ajustează în mod constant sensibilitatea la semnale pentru a-și menține capacitatea de a detecta modificări ale semnalului de intrare De obicei, atunci când un nou semnal intră într-o celulă, începe un proces de desensibilizare în ea, care îi îneacă răspunsul la un nou platou sub vârful răspunsului inițial (vezi I j) Când semnalul este îndepărtat, starea de desensibilizare este menținută și sensibilitatea celulei revine încet la nivelul normal De asemenea, eliminarea semnalului tonic poate duce la hipersensibilitate a sistemului de semnalizare Adaptabilitatea sistemelor de semnalizare este unul dintre cele mai bune exemple de homeostazie biologică Această adaptabilitate se dovedește a fi impresionantă De obicei, celulele sunt capabile să-și regleze sensibilitatea la semnalele fiziologice într-un interval de de ori, iar răspunsul vizual la mamifere se poate adapta la o schimbare a intensității sursei de lumină cu un factor de ' Această abilitate incredibilă permite celulei fotoreceptoare să răspundă la un singur foton și face posibilă citirea atât la amurg, cât și în lumina puternică a soarelui Capacitatea de adaptare este caracteristică bacteriilor, plantelor, ciupercilor și animalelor Multe procese de adaptare sunt destul de conservatoare din punct de vedere al evoluției, deși cele mai complexe mecanisme de adaptare există la animale Un mecanism adaptiv comun este o buclă de feedback negativ care selectează un semnal biochimic specific și controlează procesul de adaptare Adaptarea variază în funcție de intensitatea și durata semnalului de intrare Este probabil ca un input mai puternic sau mai prelungit să provoace schimbări adaptative marcate și, adesea, o adaptare prelungită În mod similar, celulele pot modula adaptarea deoarece aceasta este determinată de mecanisme independente succesive, fiecare având propriile sensibilități și parametri cinetici Un exemplu excelent de mecanism adaptativ este proteina G Pe '' ; si se arata ca cel mai mult CAPITOLUL Funcţionarea sistemelor de transducţie a semnalului intracelular Răspuns Răspuns inițial desensibilizare Agonist Agonist Agonist Timp Desensibilizare omologa desensibilizare heterologă Răspuns Rj R * Z R R b Repetați o stimulare cu Agonist U pentru R a sau b Timp Z Răspuns R R sau R ■ Agonist J pentru R Repetă stimularea " a sau b Timp Sus: Când este primit un semnal, sensibilitatea căilor este ajustată astfel încât celula să se poată ajusta la noul nivel de intrare Astfel, după stimularea inițială, răspunsul celulei devine mai slab Dacă nu a trecut suficient timp pentru ca sistemul să se recupereze, un al doilea astfel de semnal va provoca un răspuns slab De jos: pentru unele mecanisme de adaptare, feedback-ul este eficient doar asupra receptorului care este activat și nu afectează căile de semnalizare paralele Astfel de mecanisme sunt numite omoloage Stânga: un agonist al receptorului R poate iniția unul dintre cele două evenimente de feedback care au ca rezultat desensibilizarea R În alte cazuri, primirea unui semnal de către celulă va provoca, de asemenea, desensibilizarea sistemelor paralele sau apropiate de transmisie a acestora Dreapta: Agonistul a inițiază desensibilizarea R și R Răspunsul la agonistul b, care se leagă de R , este de asemenea desensibilizat Această desensibilizare heterologă este o întâmplare comună un pas timpuriu în lanțul proceselor de adaptare este fosforilarea receptorului, care este catalizată de kinaza receptorului cuplat cu proteina G (GRK) Kinaza recunoaște selectiv conformația activă a complexului ligand-receptor Fosforilarea blochează capacitatea receptorului de a activa proteina G și, de asemenea, îmbunătățește legarea arrestinei, o proteină care blochează în continuare activarea Mai mult, legarea arestinei face receptorii susceptibili la endocitoză, ducând la îndepărtarea lor de pe suprafața celulei Endocitoza servește și ca prim pas în proteoliza receptorului Alături de aceste efecte directe, multe gene receptorilor le reglează transcrierea printr-un mecanism de feedback astfel încât semnalul de la receptor să conducă la o scădere a expresiei acestuia Astfel, stimularea induce multe procese adaptative care apar fie imediat (fosforilarea, legarea arestinei), fie debutul lor este întârziat (reglarea transcripțională) și care sunt reversibile și ireversibile Acest set de răspunsuri adaptive există pentru mulți receptori cuplați cu proteina G și multe celule pot folosi întregul set pentru a controla semnalul de ieșire de la un receptor În același timp, viteza și gradul de adaptare, precum și reversibilitatea acestuia Sistemul de transmisie a semnalului este foarte adaptabil OREZ Când o celulă primește un semnal, în ea sunt lansate numeroase procese de adaptare De regulă, componentele lor există în celulă Ele sunt de obicei declanșate într-o anumită secvență, în funcție de durata și intensitatea semnalului Pentru GPCR, sunt cunoscute cel puțin cinci mecanisme de desensibilizare; alte mecanisme operează la nivelul proteinei G și al efectorilor Puntea este aleasă în conformitate cu programul de dezvoltare celulară Într-o celulă, procesele adaptative se pot schimba cantitativ și calitativ atunci când punctele de aplicare a acțiunii mecanismelor de comunicații, care sunt situate pe calea de transmisie a semnalului Într-un lanț liniar de evenimente de semnalizare, modificările acestor puncte conduc la modificări ale cineticii sau ale gradului de adaptare (vezi Figura ) Într-un sistem ramificat, schimbările în aceste puncte determină, CAPITOLUL Funcţionarea sistemelor de transducţie a semnalului intracelular dacă adaptarea este unică la o singură intrare sau evoluează în raport cu mai multe intrări strâns legate Dacă activarea receptorului determină desensibilizarea directă a acestuia sau este declanșată de un eveniment suplimentar pe calea neramificată, atunci doar acele semnale generate de acest receptor se vor schimba O adaptare care este selectivă pentru un anumit receptor se numește adaptare omoloagă (vezi Figura ) În schimb, controlul feedback-ului poate implica căi convergente care sunt îndepărtate de receptori multipli Astfel, activitatea atât a receptorilor inițiatori, cât și a celorlalți receptori este reglată Cu această adaptare heterologă, toate semnalele de intrare posibile sunt reglate la un punct de control dat Un exemplu comun este fosforilarea receptorilor cuplați cu proteina G fie de către protein kinaza A, fie de către protein kinaza C Aceste kinaze sunt activate de cAMP sau Ca + plus lipidic diacilglicerol, respectiv La fel ca GRK, kinazele atenuează activitatea receptorului și promovează legarea arrestinei Răspunsul unei celule la un semnal de intrare poate varia în funcție de starea homeostaziei acesteia În acest caz, homeostazia este înțeleasă ca faza ciclului, starea metabolică și alte aspecte ale stării fiziologice a celulei Din nou, toate procesele adaptative se pot manifesta într-o măsură mai mare sau mai mică în diferite celule, pentru diferite procese intracelulare sau în diferite perioade ale existenței lor Proteinele semnal sunt adesea exprimate în forme multiple Puncte cheie • Existența unor forme separate de proteine de semnalizare (izoforme) extinde posibilitățile mecanismelor de reglare implicate în sistemele de semnalizare • Izoformele proteice pot diferi prin funcții, sensibilitate la influențele reglatoare și gradul de exprimare • În funcție de sistemele de semnalizare, celulele pot exprima una sau mai multe izoforme Numărul de sisteme de transducție a semnalului, capacitatea lor de adaptare și ajustabilitatea crește odată cu exprimarea multor forme de proteine de semnalizare individuale care prezintă proprietăți biochimice diferite Aceste forme pot fi codificate de gene multiple sau ARNm-uri multiple ale aceleiași gene în splicing alternativ sau procesare ARNm, iar numărul lor este impresionant Luați în considerare neurotransmițătorul serotonină: animalele au treisprezece receptori de serotonină, fiecare dintre care stimulează un set specific de proteine G din familiile Gb Gs și Gq (Al paisprezecelea receptor al serotoninei este un canal ionic ) Relația dintre aceste serotonine nouă receptori cu familii de proteine G Există, de asemenea, o mare diversitate între proteinele G și adenilat-ciclaze Sunt cunoscute trei gene care codifică Ga și câte una pentru proteinele înrudite Ga G Izoforme ale proteinei G iv ; : Yu E i ; F in absenta : ' A : V Gs j : A С Gq B : • : Gs Distanța substituțiilor de nucleotide La mamifere, receptorii serotoninei sunt o familie de gene care reglează trei dintre cele patru clase majore de proteine G Deși toți sunt sensibili la ligandul natural al serotoninei, situsurile lor de legare diferă atât de semnificativ încât au fost dezvoltate medicamente care vizează în mod specific una sau mai multe izoforme Receptorii serotoninei de tip , care nu sunt prezentați aici, sunt canale ionice reglate de liganzi care nu sunt ca oricare alții Proteinele semnal sunt adesea exprimate în forme multiple și Ga Mai mult, ARNm Ga formează mai mulți produse de îmbinare Există patru proteine Gq La aceasta trebuie adăugate cele cinci gene care codifică G| și douăsprezece pentru Gy De asemenea, majoritatea dimerilor rezultați, G| y, sunt exprimați în celulă Există zece gene de adenil-ciclază care sunt ținte directe ale Gs și servesc ca ținte directe sau indirecte pentru alte proteine G Deși toate cele nouă izoforme ale adenilat-ciclazei membranare sunt stimulate de proteina Gaz, ca răspuns la acțiunea G| y, Gab Ca +, calmodulină și mai multe proteine kinaze, ele prezintă diferite efecte stimulatoare și inhibitorii (vezi Fig receptor -> proteină G heterotrimerică -> efector -> semnal de ieșire de la efector Subunitățile Ga și GPy reglează diverși efectori În exemplul prezentat, Gq reglează fosfolipaza C-p și formează doi mesageri secundi, diacilglicerol (DAG) și inozitol trifosfat (IP ) Acesta din urmă declanșează eliberarea de Ca + din reticulul endoplasmatic Modulele de semnalizare care implică proteina G sunt răspândite și se caracterizează prin creșterea OREZ Un segment al rețelei de transducție a semnalului macrofagelor G-proteine, care evidențiază complexitatea interacțiunilor care au loc într-un astfel de sistem Unii receptori și proteina G nu sunt prezentate Când este afișată o proteină G specifică, producția sa este probabil mediată de subunitatea sa Ga La activarea oricărei proteine G, subunitatea sa G^ este, de asemenea, activată, deși semnalizarea care implică această subunitate este de obicei cea mai pronunțată pentru trimerii Cr Odată cu aceasta, unele proteine G modulează activitatea altor căi de semnalizare care sunt încă insuficient studiate S-au arătat doar câțiva efectori și singurul mecanism adaptativ este fosforilarea receptorilor catalizați de GRK Datele sunt oferite de Paul Sternweiss, Grupul de Cercetare de Semnalizare Ga și un dimer de subunități, G| y (P i s i ) Structura trimerului și a fiecărei subunități a fost elucidată pentru mai multe stări de activare și complexare cu unele proteine Heterotrimerul Ga| y este numit după subunitatea sa α, care determină în mare măsură selectivitatea proteinei G între receptori Fiecare subunitate reglează, de asemenea, un grup specific de proteine efectoare Subunitățile Ga sunt proteine globulare cu două domenii, cu dimensiunea de - kDa Domeniul de legare a GTP aparține familiei de proteine de legare a GTP Acestea includ mici G- monomerici proteinele (cum ar fi Ras, Rho, Arf, Rab; vezi - Proteinele monomerice mici de legare a GTP sunt comutatoare universale), precum și factorii de inițiere și alungire a translației de legare a GTP Al doilea domeniu modulează legarea GTP și hidroliza Subunitățile Ga prezintă puțină hidrofobicitate, totuși, ele sunt de obicei într-o stare legată de membrană datorită acilării constitutive a acizilor grași N-koh și pentru că sunt atașate la subunitățile GȘy ancorate la membrană Mamiferele au gene Ga, care CAPITOLUL Funcţionarea sistemelor de semnalizare intracelulară Figura prezintă structura cristalină a rodopsinei GPCR Fiecare spirală care trece prin membrană este marcată cu o culoare diferită; majoritatea structurilor din partea laterală a citoplasmei nu sunt prezentate Într-o grămadă de spirale se află grupul cromofor al retinei În funcție de gradul de omologie a secvenței de aminoacizi, GPCR-urile de mamifere pot fi subdivizate în cel puțin patru familii structurale, care, totuși, diferă atât de mult încât prezintă doar o ușoară comunitate a structurii primare În cadrul familiei se observă omologia maximă între elicele care trec prin membrană, omologia mai mică se observă pentru structurile de buclă interhelix, iar cea minimă este pentru regiunile N- și C-terminale și pentru bucla din partea laterală a citoplasma care leagă regiunile a -a și a -a ale moleculei În ciuda acestui fapt, ipotezele privind funcționarea domeniilor în diferite familii de receptori sunt susceptibile de a fi valabile GPCR-urile formează adesea dimeri, uneori heterodimeri, iar dimerizarea joacă un rol critic în funcția lor Structura se bazează pe datele din fișierul Protein Data Bank F grupate în funcție de gradul de omologie al structurii și funcției (de exemplu, s, i, q și ) Aceste grupuri sunt enumerate la II, - Subunitățile GȘ și Gy se asociază ireversibil la scurt timp după încheierea translației, formând dimeri GȘy stabili Acești dimeri se leagă apoi reversibil de Ga Subunitățile GȘ sunt proteine de kDa compuse din șapte repetări ale lanțului Ș formând o structură cilindrică cunoscută sub numele de elice Ș Există cinci gene Gp la mamifere Patru dintre ele codifică proteine foarte strâns legate care dimerizează cu douăsprezece subunități Gy (vezi Figura ) A cincea genă, GȘ , este cea mai puțin asemănătoare cu celelalte și este în mare parte reciprocă g gch Structura heterotrimerului neactivat Fiecare subunitate a proteinei G responsabilă pentru inhibarea adenilat-ciclazei și semnalizarea cu participarea GPy este evidențiată în culoarea corespunzătoare Se arată asocierea PIB-ului cu subunitatea Gcxî Structura a fost construită conform fișierului GP al Băncii de date de proteine Proteina G PROTEINĂ EFICIENTĂ Inhibarea stimulării Gs Golf Adenilat ciclază Gi ( ) Canal Gq Gz K+, PI -kinaza Adenilat ciclază Ggus Alte canale cationice Gt( ) Fosfodiesteraza GMP ciclic Gq ( ) Fosfolipaza-Cp G G RhoGEF FKl, efectorii controlați de proteină G nu prezintă nicio asemănare structurală Pot fi canale ionice sau enzime integrate în membrana plasmatică, proteine situate pe partea interioară a membranei sau proteine solubile capabile să se lege de subunitățile Ga Tabelul prezintă proteinele G, care sunt împărțite în grupuri în funcție de gradul de omologie a structurii lor primare, precum și unii efectori care ei controlează Modulele de semnalizare care implică proteina G sunt răspândite și se caracterizează prin creșterea nu acționează asupra subunităților Gy, ci asupra unui domeniu asemănător Gy al altor proteine Subunitățile Gy sunt mai mici (aproximativ kDa) și au o structură primară mult mai diversă decât Gp În timpul proteolizei subunităților Gy, ultimele trei reziduuri de aminoacizi sunt îndepărtate În același timp, un reziduu de cisteină rămâne la capătul C-terminal al moleculei Acest reziduu formează un derivat S-prenil și este carboximetilat Modificările sunt ireversibile și contribuie la ancorarea Gpy pe membrană Subunitățile Gp și Gy formează asociați în orice combinație Deoarece aproape toate genotipurile exprimă mai multe subunități Gp și Gy, este dificil să se atribuie roluri specifice combinațiilor individuale de Gpy Interacțiunile subunităților Gp și Gy la site-urile Gp sunt cele mai bine studiate, deși site-urile Gy îndeplinesc și anumite funcții stimulat de Gaz și inhibat de Ga (vezi Fig ) Mulți efectori sunt reglați de alți liganzi alosterici (de exemplu, lipide, calmodulină) și fosforilare, oferind un grad și mai mare de integrare a informațiilor De obicei, există mai multe izoforme de efectori, fiecare izoformă fiind reglementată diferit, ceea ce se adaugă la complexitatea organizării rețelei de reglementare care implică proteina G De exemplu, activitatea unor izoforme de adenil ciclază este stimulată de G[ y, în timp ce activitatea altora este inhibată Sub acțiunea reprezentanților familiilor Gaq și Gpy, toate fosfolipazele C-( ) sunt stimulate, totuși, gradul de expresie și manifestarea maximă a efectului acestor semnale pentru cele patru izoforme PLC-p sunt foarte diferite Heterotrimerii proteinei G reglează activitatea diverșilor efectori Proteinele G transmit semnale prin reglarea activității multor proteine de semnalizare intracelulare, care sunt efectoare Efectorii au diversitate structurală și funcțională Proteinele efectoare le lipsește un domeniu comun de legare a proteinei G Proteinele efectoare integrează semnale de la mai multe căi de semnalizare care implică proteine G Efectorii a căror activitate este reglată de proteina G includ enzime care formează sau distrug al doilea mesager (adenilat ciclaza, cicloGMP fosfodiesteraza, C-( , fosfatidilinozitol- -kinaza) fosfolipaza), protein kinaze, canale ionice (K+, Ca +), și sunt probabil proteine de membrană de transport (vezi Fig ) Efectorii pot fi proteine integrate în membrană sau proteine solubile care leagă proteinele G pe suprafața membranei Nu s-a descoperit că proteinele efectoare au un domeniu de legare a proteinei G conservat sau corespondent secvențe și cele mai multe dintre ele sunt proteine care au funcții similare, dar nu sunt reglementate de proteinele G Astfel, sensibilitatea la reglarea de către proteinele G în multe familii de proteine de reglare a apărut independent Deoarece proteinele efectoare pot răspunde la diferite subunități Ga și Gpy, ele integrează semnale de la numeroase procese de semnalizare care apar cu participarea proteinelor G Diferitele subunități Ga sau Gpy pot prezenta un efect opus sau sinergic față de un efector dat De exemplu, activitatea unor adenil ciclaze legate de membrană în celulele mamiferelor Heterotrimerii proteinei G sunt sub controlul ciclului reglator al GTPazei Când GTP se leagă de subunitatea Ga, heterotrimerii proteinei G sunt activați Când GTP este hidrolizat la GDP, proteina G este inactivată Hidroliza GTP are loc lent, însă, sub acțiunea proteinelor GAP, se accelerează Receptorii promovează activarea permițând disocierea GDP și asocierea GTP; schimbul spontan este foarte lent Proteinele RGS și fosfolipaza C-p sunt GAP-uri pentru proteinele G Evenimentul cheie de transducție a semnalului care implică heterotrimerul proteinei G este legarea GTP la subunitatea Ga La legarea la GTP, este activată subunitatea Ga, ceea ce asigură legarea acestei subunități și a subunității Gpy la efector și permite reglarea acestui proces Atâta timp cât GTP este în stare legată, subunitatea Ga rămâne activă, dar are și activitate GTPază și hidrolizează GTP legat la GDP Ga-PIB este inactiv Astfel, proteinele G traversează ciclul GTPazei în două locuri: la etapele "legarea/activarea GTP" și "hidroliza/inactivarea GTP" (r X ) Prin urmare, controlul semnalizării cu participarea proteinei G este caracterizat de un caracter cinetic Puterea relativă a semnalului sau amplitudinea acestuia este proporțională cu proporția de proteină G care se află în forma activă legată de GTP Dimensiunile sale sunt determinate de echilibrul dintre viteza de legare a GTP și hidroliza acestuia, adică între componentele de activare și inactivare ale ciclului GTPazei Ratele de legare și hidroliză ale GTP sunt reglementate pe o gamă largă, care poate varia de peste de ori Receptorii contribuie la activarea proteinei G prin deschiderea situsului de legare a nucleotidelor situat pe molecula acesteia În acest caz, diso- CAPITOLUL Funcţionarea sistemelor de semnalizare intracelulară Activarea proteinelor G are loc atunci când GTP este asociat cu subunitatea Ga, drept urmare Ga-GTP și Gpy se leagă de proteinele efectoare corespunzătoare și le reglează activitatea Subunitățile Ga au, de asemenea, activitate intrinsecă a GTPazei, iar procesul principal care duce la inactivare este hidroliza GTP-ului legat la GDP (mai degrabă decât disocierea GTP) Astfel, semnalul rezultat la ieșirea modulului receptor-p-proteină este determinat de partea proteinei G care se află în starea legată de GTP Această parte este determinată de echilibrul dintre rata de activare și inactivare Legarea GTP și hidroliza acestuia sunt lente și supuse unei reglementări fine GDP se leagă puternic de Ga, iar disocierea sa servește ca un factor limitator pentru legarea unei noi molecule de GTP și reactivarea ulterioară Eliberarea GDP și legarea GTP sunt catalizate de GPCR Hidroliza GTP-ului legat este accelerată de proteinele activatoare de GTPază (GAP) Receptorii și GAP controlează coordonat nivelul de ieșire în starea staționară și rata de activare și inactivare a modulului cation al PIB-ului și asocierea GTP Aceste procese sunt denumite colectiv schimb catalitic HDF/GTP Schimbul are loc în direcția activării, deoarece afinitatea proteinelor G pentru GTP este mult mai mare decât pentru GDP, iar concentrația GTP în citosol este de aproximativ de ori mai mare decât concentrația GDP Pentru majoritatea proteinelor G, turnover-ul spontan GDP/GTP este foarte scăzut (durează multe minute) și acest lucru are ca rezultat o producție bazală scăzută Dimpotrivă, schimbul catalizat de receptor durează câteva zeci de milisecunde, ceea ce duce la o reacție rapidă la semnalul receptorilor vizuali, neuronilor și celulelor musculare Deoarece receptorii nu sunt necesari pentru semnalizarea suplimentară a proteinei G, ei se pot disocia după ce a avut loc schimbul GDP/GTP și catalizează activarea moleculelor suplimentare de proteină G Astfel, un receptor poate sprijini activarea mai multor molecule de proteină G, oferind amplificarea semnalului de intrare la nivel molecular Receptorii rămași pot rămâne asociați cu proteinele lor țintă G, ceea ce înseamnă că nu acționează ca amplificatori Cu toate acestea, receptorii legați mai strâns pot iniția transmiterea mai rapid semnalează și promovează reactivarea proteinei G dacă hidroliza GTP-ului legat are loc destul de repede În absența unui stimul adecvat, subunitățile Ga hidrolizează încet GTP Timpul mediu de rezidență al complexului Ga-GTP, în funcție de proteina G, este de aproximativ - s Aceasta este mult mai mică decât rata de inactivare observată adesea în celule la îndepărtarea unui agonist De exemplu, semnalizarea vizuală se termină la aproximativ ms după stimularea fotonului și multe alte sisteme de proteine G funcționează la fel de repede Hidroliza GTP este activată de proteina de activare a GTPază (GAP), care se leagă direct de subunitățile Ga În unele cazuri, reacția este accelerată de peste de ori O astfel de viteză mare este necesară pentru funcționarea sistemului vizual și a sistemului de transmitere a impulsului nervos, care trebuie să răspundă la o schimbare rapidă a stimulilor Deoarece semnalizarea care implică proteinele G este determinată de echilibrul dintre activare și inactivare, GAP epuizează rezervorul de proteină G activată de GTP și, prin urmare, poate acționa și ca un inhibitor de semnalizare Astfel, GAP poate inhiba procesele de transmitere a semnalului, le poate stinge după finalizarea acestuia, Heterotrimerii proteinei G sunt sub controlul ciclului de reglare a GTPazei sau îndeplini ambele funcții Funcția îndeplinită depinde de activitatea GAP și de reglementarea acesteia Pentru proteinele G non-heterotrimerice, există două familii de GAP Proteinele RGS (regulatori de semnalizare a proteinei G) sunt o familie de aproximativ de proteine, dintre care majoritatea au activitate GAP și sunt capabile să regleze rata și amplitudinea semnalizării proteinei G, Fig și ilustrează rolul proteinelor RGS în terminarea semnalului prin intermediul proteinelor G Unele proteine care au un domeniu RGS acționează și ca efectori reglați de proteina G Acestea includ activatori ai proteinelor monomerice care leagă GTP aparținând familiei Rho (vezi mai jos) și kinazele GPCR, care sunt regulatori de feedback ai funcției GPCR Al doilea grup de proteine GAP G sunt fosfolipazele C-( ) Aceste enzime sunt efectori care sunt stimulați de Gaq și G( y), dar ele acționează și ca Gq GAP, controlând aparent cinetica semnalului de ieșire RI'S ^ , GAP-urile proteinei G pot aduce sfârșitul semnalului după îndepărtarea agonistului mai aproape și adesea nu acționează ca inhibitori atunci când receptorul dezvoltă un răspuns Figura arată natura semnalului electric de răspuns al unei celule fotoreceptoare de șoarece (tijă) la un foton de lumină La animalele cu defecte în RGS , care este GAP-ul pentru proteina G fotoreceptorului Gt, semnalul durează multe secunde Acest lucru se datorează faptului că hidroliza GTP legat de Gt are loc lent La șoarecii heterozigoți de tip sălbatic, hidroliza este finalizată în aproximativ ms și durata semnalului este mult mai scurtă Rețineți că randamentul maxim este același pentru mutanți și șoarecii de tip sălbatic, ceea ce indică faptul că GAP nu este un inhibitor la tije La oameni, un defect genetic în RGS duce la o deficiență vizuală severă, care este deosebit de pronunțată în lumină puternică Conform lui Chen et al Natură : - Prin amabilitatea lui Chin-Kan Jiasong Chen, Universitatea din Virginia Deși ciclul GTPazei în general apa este prezentat clar în Fig , schema conține multe simplificări Interacțiunile dintre receptor, Ga, G( y, GAP și efector apar adesea simultan și sunt complexe cooperante De exemplu, G( y) inhibă eliberarea GDP (pentru a minimiza activarea spontană), promovează activitatea catalitică a receptorul, GAP și este implicat în inițierea fosforilării receptorului, ceea ce duce la desensibilizare Componentele rămase pot prezenta aceeași multifuncționalitate Cu toate acestea, semnalele de intrare de la alte proteine pot modifica dinamica ciclului GTPazei în mai multe puncte Astfel, Modulul de bază G-protein este un semnal de procesor multifuncțional și, de asemenea, arată flexibilitate în raport cu obiectivele sale Proteinele mici, monomerice de legare a GTP sunt comutatoare versatile Proteinele mici de legare a GTP sunt active atunci când sunt legate de GTP și inactive atunci când sunt legate de GDP Activarea este accelerată de GEF (Guanyl Nucleotide Exchange Factor), care este un catalizator pentru schimbul GDP/GTP GAP accelerează hidroliza și inactivarea Inhibitorii de disociere a GDP (GDI) încetinesc metabolismul spontan al nucleotidelor Proteinele monomerice care leagă GTP sunt codificate de aproximativ de gene la mamifere Ele modulează o mare varietate de procese intracelulare, inclusiv transducția semnalului, mișcarea organelelor și transportul metaboliților în ele, asamblarea citoscheletului și morfogeneza Proteinele mici de legare a GTP implicate în sistemele de semnalizare includ Ras și proteinele înrudite (Ral, Rap) și Rho/Rac/Cdc Numărul lor total ajunge la - proteine Ele au o dimensiune tipică de - kDa și sunt omoloage domeniilor de legare a GTP ale subunităților Ga Proprietățile de reglare ale proteinelor mici de legare a GTP sunt sub controlul GTP și al ciclului de hidroliză, așa cum este cazul heterotrimerilor proteinei G, care prezintă funcții de reglare similare Ele sunt activate de GTP, iar hidroliza GTP-ului legat de GDP are ca rezultat inactivarea lor Catalizatorii pentru schimbul de GDP/GTP, cunoscuți ca GEF (Guanyl Nucleotide Exchange Factors, analogi funcțional cu GPCR), promovează activarea, iar proteinele GAP accelerează hidroliza și inactivarea ulterioară Împreună cu aceasta, inhibitorii de disociere a PIB (GDI) CAPITOLUL Funcţionarea sistemelor de semnalizare intracelulară schimbul și activarea spontană lentă a nucleotidelor, ceea ce reduce activitatea bazală inerentă subunităților G( y) ale heterotrimerilor proteinei G Deși elementele de reglare de bază pentru monomeri și heterotrimeri ai proteinelor G sunt aceleași, proteinele monomerice utilizează în plus ciclul principal de GTPază Se crede că semnalul de ieșire al heterotrimerilor proteinei G și al multor monomeri ai acestora reflectă, de obicei, starea de echilibru dintre starea lor activă (legată de GTP) și inactivă (legată de GDP) care există în ciclul GTPazei care se transformă rapid GEF promovează formarea unei proteine G mai active și GAP, starea sa inactivă În schimb, aproximativ același număr de monomeri ai proteinei G funcționează ca comutatoare Încep să-și îndeplinească funcțiile (reglarea, mobilizarea altor proteine) după legarea GTP Apoi, timp de multe secunde sau minute, ele rămân active până când sunt afectate de GAP De exemplu, proteina G monomerică, Ran, împreună cu proteinele transportoare numite carioferine, reglează transportul nuclear-citoplasmatic al proteinei și ARN în ambele direcții (vezi Direcția transportului nuclear este controlată de Ran-GTPose) În nucleu, activitatea Ran GFE ridicată promovează legarea GTP După aceea, Ran-GTP nuclear leagă carioferinele importatoare, ceea ce provoacă disocierea încărcăturii nou livrate și promovează întoarcerea carioferinelor în citoplasmă De asemenea, se leagă de exportul carioferinelor, ceea ce asigură că mărfurile de ieșire sunt legate de acestea Activitatea ridicată a Ran GAP promovează hidroliza GTP în afara nucleului Complexul citoplasmatic Ran-GDP este scindat din carioferinele exportatoare, ceea ce va facilita disocierea încărcăturii de ieșire și din carioferinele importatoare, permițând astfel încărcăturii destinate importului să le contacteze Astfel, pentru astfel de proteine G monomerice precum Ran, fiecare fază a ciclului GTPazei definește o etapă conjugată specifică în ciclul reglator paralel Următoarea diferență principală între monomeri și heterotrimeri ai proteinelor G se referă la structura GEF, GAP și GDL Atât GEF, cât și GAP pentru monomerii proteici care leagă GTP sunt structural eterogene (deși există familii separate structural înrudite) Cu toate acestea, mecanismele care guvernează aceste GEF și GAP sunt diferite Acestea includ fosforilarea de către protein kinaze, reglarea alosterică de către heterotrimeri și/sau monomeri ai proteinelor G, mesageri secundi și alte proteine reglatoare; caracteristici ale localizării sau mobilizării subcelulare pe structurile schelei, precum și alte mecanisme Proteinele Ras sunt primele proteine mici de legare a GTP descoperite Ele au fost identificate ca produse ale oncogenelor deoarece, atunci când sunt supraexprimate sau activate permanent prin mutație, ele provoacă creșterea malignă Ele sunt printre genele cele mai frecvent mutate în tumori umane Unele gene ras virale sunt oncogene bine cunoscute Trei gene ras (H, N și K) sunt prezente în celulele de mamifere În diferite grade, ei pot participa la formarea reacțiilor la intrare și la ieșire și se pot înlocui reciproc în unele manifestări genetice Este dificil să se atribuie funcții unice proteinelor Ras individuale Proteinele Ras sunt implicate în multe procese diferite la intrare, ceea ce indică rolul lor ca noduri critice ale lanțurilor de transducție a semnalului Activitatea Ras GEF și GAPS este reglată de Tyr kinaze de origine receptor și non-receptor, datorită fosforilării directe și mobilizării regulatorilor pe membrana plasmatică Activarea Ras implică și alte serin/treonin kinaze de origine citoplasmatică Un alt membru al familiei Ras, Rapl, este, de asemenea, implicat în activare, deoarece este de așteptat să concureze cu proteinele Ras pentru țintele protein kinazei; In vivo, poate suprima activitatea oncogenă a Ras Cu toate acestea, Rapl este reglat independent și afectează, de asemenea, căile de semnalizare independente De exemplu, unul dintre GAP-urile sale este stimulat de membrii proteinelor C, grupului G, iar mai multe GEF-uri sunt activate de Ca +, diacilglicerol și cAMP Proteinele Ras reglează de obicei creșterea, proliferarea și diferențierea celulelor prin modularea activității multor proteine efectoare Printre cei mai cunoscuți și bine studiati efectori Ras se numără protein kinaza Raf, care declanșează cascada MAPK Figurile i-v e prezintă unii dintre efectorii Ras Rho, Rac și Cdc sunt proteine care se leagă de GTP cu o structură monomerică care sunt implicate în formarea semnalelor care afectează morfologia celulei Fiecare clasă de proteine își reglează propriul set de efectori și este controlată de grupuri separate de GEF, GAP și GDL Efectorii aflati sub controlul acestor grupe de proteine includ fosfolipaze C și D, diferite protein kinaze și lipid kinaze, proteine implicate în nucleare sau reorganizarea filamentelor de actină și componentele sistemului de generare a oxigenului activ în neutrofile (vezi Polimerizarea actinei este reglată de proteinele G mici) Țintă de efect al funcției Cascada de protein kinaze Raf MAPK Lipid kinaza PI -kinaza Akt Factorul de schimb RaIGDS Exocyst OREZ U Ras-GTP se leagă de multe proteine Trei efectori comuni includ Raf, PI kinaza și RaIGDS Când acești efectori sunt activați, procesele care implică MAPK sunt activate, activitatea PI -kinazei și ansamblul complexului proteic implicat în exocitoza veziculelor secretoare crește Proteinele mici, monomerice de legare a GTP sunt comutatoare universale Procesul de fosforilare/defosforilare a proteinelor este principalul mecanism de reglare al celulei Puncte cheie • Protein kinazele sunt o familie mare de proteine • Protein kinazele fosforilează Ser și Thr sau Tyr sau toate cele trei resturi de aminoacizi • Protein kinazele recunosc secvența de aminoacizi din jurul situsului de fosforilare • Protein kinazele recunosc preferenţial situsurile de fosforilare situate în domenii răsucite Fosforilarea proteinelor este cea mai comună formă a modificării lor post-translaționale reglatoare Apare în toate organismele și s-a demonstrat că aproximativ / din toate proteinele dintr-o celulă de mamifer suferă fosforilare în anumite momente Fosforilarea poate stimula sau inhiba activitatea catalitică a enzimelor, afinitatea cu care o proteină se leagă de alte molecule, localizarea ei intracelulară și capacitatea sa de a suferi modificări covalente ulterioare sau de a modifica stabilitatea acestuia Când un singur reziduu este fosforilat, activitatea proteinei se poate modifica cu un factor de sau mai mult, iar proteinele sunt adesea fosforilate în mai multe locuri în căi complexe și interdependente Majoritatea proteinelor din celulele eucariote și aproape toate din celulele animale sunt fosforilate cu participarea protein kinazelor; defosforilarea lor este catalizată de fosfoprotein fosfataze Ambele clase de enzime sunt controlate prin mecanisme diferite Adesea, împreună cu aceasta, proteinele sunt fosforilate de mai multe protein kinaze, ceea ce duce la apariția formelor fosforilate cu activități diferite Acest lucru permite integrarea diferitelor semnale de intrare, oferind activarea proteinelor țintă În bacterii, plante și ciuperci, un alt sistem de fosforilare a proteinelor, numit sistem de semnalizare cu două componente, joacă un rol important Protein kinazele implicate în acest sistem diferă de enzimele eucariote corespunzătoare și fosforilează reziduurile de acid aspartic mai degrabă decât serină, treonină sau tirozină Protein kinazele transferă o grupare fosfat de la ATP la reziduurile Ser, Thr și Tyr din substraturile proteice, formând esteri fosfati stabili din punct de vedere chimic ( ) La animale, grupele fosfat sunt distribuite inegal între cele trei reziduuri de aminoacizi: - % SUBSTRAT SUBSTRAT Proteine SER (Mg + • ATP) N -H i Md + Adenina C \u d " " "TіT n - s - ch - OH + SG - P- - P- - p- - (II II II: n N -Н i іі іі ° і C \u d y r a (Md * • trifosfat) Riboza ■ cu PROTEIN KINAZA] ♦ PRODUS PRODUS Proteine fosforilate (Mg * • ADP) i N - H Mg + Adenina С = " " " n - s-sn? - -R- " g II "- R - - R - - (II II -n N -H i іі і C \u d p a (Mg + • difosfat) \-I Riboza PfA ■' > ' Protein kinazele transferă gruparea y-fosfat de la ATP la serină, treon- pe sau tirozină în substraturi proteice CAPITOLUL Funcţionarea sistemelor de semnalizare intracelulară reprezintă reziduurile Ser, - % pentru Thr și mai puțin de % pentru Tyr Genomul uman conține aproximativ de gene care codifică protein kinaze și multe dintre ARNm-urile lor sunt caracterizate prin splicing alternativ Acest lucru face ca familia de gene a proteinei kinazei să fie una dintre cele mai reprezentative Numărul de protein kinaze și diversitatea acestora confirmă participarea largă a acestor enzime la reglarea funcțiilor celulare Deși unele protein kinaze au o distribuție tisulară limitată și nu sunt implicate în toate procesele de dezvoltare, multe dintre ele sunt destul de răspândite Clasificarea protein kinazelor se bazează pe specificitatea lor pentru reziduurile de aminoacizi Kinazele care fosforilează resturile Ser recunosc de obicei și resturile Thr; de unde numele lor Ser/Thr kinaze În organismele multicelulare, Tyr kinazele sunt specifice numai pentru reziduurile Tyr Protein kinazele cu specificitate dublă pot fosforila Ser, Thr și Tyr dacă sunt strict definite La oameni, genele protein kinazei sunt împărțite în șapte grupuri principale în funcție de structura lor primară Un grup mare conține tirozin kinaze Restul grupurilor sunt specifice Ser/Thr sau prezintă specificitate dublă și sunt numite după membrii lor cei mai cunoscuți Grupul AGC este numit după RCA, PKG și RCC SAMI - pentru calciu, kinaze dependente de calmodulină, CMGC - pentru CDK, MAPK, GSK , Glks, CKI - pentru cazein kinaza; STE - conform Ste , Stell si Ste ; MAPK K, MAPKZK și MAPK K sunt implicați în împerecherea drojdiei; și TKL sunt enzime asemănătoare Tyr kinazei Reproduce cu permisiunea lui G Manning, et al Ştiinţă : - (r) AAAS Fotografie prin amabilitatea lui Gerard Manning, Salt Institute și reprodusă cu permisiunea Cell Signaling Technology, Inc (www cellsignal com) Procesul de fosforilare/defosforilare a proteinelor este principalul reglator conformația divizată a substratului și sunt de obicei cele mai selective dintre protein kinaze Analiza kinomelor din mai multe organisme a condus la o clasificare mai detaliată a kinazelor pe baza gradului de omologie a structurii lor primare (Fig - ) Într-o oarecare măsură, această clasificare reflectă, de asemenea, specificitatea mecanismelor de reglare și specificitatea de substrat a kinazelor De exemplu, grupul AGC este numit după membrii săi protein kinaza dependentă de cAMP (PKA), protein kinaza dependentă de cicloGMP (PKG), Ca + și protein kinaza dependentă de fosfolipide (PKC) Aceste protein kinaze sunt reglate de mesageri secundi și preferă substraturi care conțin reziduuri bazice de aminoacizi aproape de situsul de fosforilare Împreună cu specificitatea pentru resturile de aminoacizi, majoritatea protein kinazelor prezintă selectivitate pentru secvențele locale din jurul situsului substrat Au fost dezvoltate metode de screening pentru a determina dacă proteinele de la locul substratului conțin o secvență consens pentru o gamă largă de protein kinaze Anticorpii pot fi utilizați pentru a identifica și, în general, a evalua gradul de fosforilare a proteinei la anumite situsuri Pe lângă recunoașterea proteinelor individuale, protein kinazele pot prezenta o specificitate marcată de substrat între proteinele înrudite, de exemplu pe baza structurii lor tridimensionale comune sau printre proteinele care au fost modificate diferențial covalent, cum ar fi fosforilate sau ubiquitinilate Unele proteine kinaze ale celulelor de mamifere sunt receptori hormonali care trec prin membrana plasmatică Receptorii pentru unele protein kinaze sunt serin/treonin kinaze, cum ar fi receptorul transformator al factorului de creștere p (TGF-( ) Cu toate acestea, în cele mai multe cazuri sunt proteine tirozin kinaze, inclusiv receptorii de insulină, factorul de creștere epidermic (PDGF) și alte regulatori de creștere și diferențierea celulară Alte protein kinaze sunt enzime intracelulare solubile, deși se pot lega de membrana unuia sau mai multor organite Ca urmare a studiilor de difracție cu raze X ale structurii cristaline a protein kinazelor, s-au obținut multe informații cu privire la mecanismul de activare a acestora Dimensiunea minimă a miezului catalitic conservat al protein kinazelor este de aproximativ de aminoacizi, ceea ce corespunde unei greutăți moleculare minime de aproximativ Da Acest nucleu conține domenii răsucite care formează un site activ la interfață (°n ■ - • Microscoape electronice și ușoare de design complex • Vizualizarea ECM și a contactelor intercelulare \ • Fracționarea celulară \ • Biologie moleculară \ • Biochimie \ • Genomică • Identificarea și analiza structurală și funcțională a ECM și a componentelor contactelor intercelulare • Proteomică • Bioinformatică • Modelare moleculară • Abilitatea de a urmări relația dintre ECM și componentele contactelor intercelulare • Posibilitatea de reconstrucție a țesuturilor și organelor Progrese în studiul matricei extracelulare și al contactelor intercelulare au fost realizate relativ recent, pe măsură ce noi metode și tehnologii au devenit disponibile cercetătorilor CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară nivel de variabilitate incredibilă a formelor, dimensiunilor și modalităților de organizare a celulelor în țesuturi La mijlocul secolului al XIX-lea a luat contur un nou domeniu al biologiei, histologia Sarcina histologiei a devenit studiul celor mai mici structuri (deseori numite ultrastructuri) care alcătuiesc țesuturile organismelor multicelulare Cu toate acestea, în imaginea care descrie arhitectura țesăturii, lipsea un detaliu Ce se află în spațiul intercelular? Am studiat în principal acele structuri care puteau fi observate cu un microscop Structurile invizibile la microscop au primit mai puțină atenție Sub un microscop cu lumină convențională, spațiul intercelular din majoritatea țesuturilor arăta destul de slab colorat și avea o structură amorfă Nu este deloc menționată în descrierile histologice timpurii A doua etapă a început la mijlocul secolului al XX-lea, odată cu apariția microscoapelor puternice de lumină și electronice La analizarea preparatelor de țesut colorate cu coloranți histologici la microscop cu lumină, s-a constatat că spațiul extracelular a fost umplut cu un mediu lichid (vezi Fig ? , -) Într-un microscop electronic, în acest spațiu era vizibilă o rețea formată din material structural (Fig ) Mai mult, a devenit clar că pe suprafața celulelor se formează contacte speciale care interacționează cu acest material și între ele (vezi Fig ) S-a recunoscut în cele din urmă că țesuturile sunt compuse din celule, un mediu fluid și acest material extracelular Acest grup de materiale structurale a primit un nume: matricea extracelulară Cu toate acestea, folosind un microscop, a fost imposibil să se vadă componentele individuale ale matricei extracelulare A treia etapă a început în anii , când au fost dezvoltate multe metode noi fracționează, izolează și caracterizează componentele individuale ale celulei Odată cu utilizarea noilor metode de biochimie, genetică, biologie moleculară și microscopie, biologia celulară a început să se dezvolte rapid De exemplu, dezvoltarea metodelor rapide de secvențiere a ADN-ului a permis cercetătorilor să secvențieze întregul genom în mai multe organisme Astfel, este probabil că în curând vom putea identifica fiecare genă din ele Folosind aceste metode pentru a identifica sute de proteine care alcătuiesc matricea extracelulară și alcătuiesc contactele intercelulare, ne confruntăm cu următoarea întrebare importantă: care sunt funcțiile acestor proteine? În prezent, este general acceptat că matricea extracelulară joacă un rol critic nu numai în formarea organizării tridimensionale a țesuturilor, ci și controlează creșterea, mobilitatea, diferențierea și interacțiunea celulelor acestora Mai mult, aceste funcții sunt reglate de contacte prin care celulele se conectează între ele și la matricea extracelulară În prezent, principalele eforturi ale cercetătorilor din acest domeniu vizează elucidarea mecanismelor moleculare care asigură aceste funcții, care reprezintă a patra etapă în studiul matricei extracelulare și a contactelor intercelulare În acest capitol, vom discuta principalele abordări pentru înțelegerea acestor mecanisme Colagenul oferă suport pentru structura țesuturilor Puncte cheie OREZ 'b D Procedura de colorare permite histologilor să vizualizeze caracteristicile celulare în preparatele de țesut Fotografia prezintă un preparat epitelial colorat cu coloranți histologici pentru a dezvălui forma și localizarea celulelor din stratul epitelial Fotografie prin amabilitatea Dr William Bloom și Dr Don W Fawcett Reproduct din A Textbook in Histology, Funcția principală a colagenului este de a oferi suport structural țesuturilor Colagenii sunt o familie de peste de proteine diferite ale matricei extracelulare Aceste proteine sunt cele mai abundente din regnul animal Toți colagenii sunt organizați în "subunități de colagen" triple elicoidale, care au o structură supraînroiată și constau din trei polipeptide separate Subunitățile de colagen ies din celule și apoi, în spațiul extracelular, sunt asamblate în fibrile și fibre mai mari Mutațiile genelor de colagen provoacă o varietate de stări patologice, de la apariția ridurilor până la dezvoltarea oaselor fragile și boli grave, cum ar fi formarea de vezicule pe piele Familia de colagen include mai mult de de proteine, care sunt printre cele mai abundente proteine din celulele animale În organismele multicelulare, colagenul există de cel puțin de milioane de ani Aproape toate celulele animale sintetizează și secretă cel puțin o formă de colagen Colagenul oferă suport structural țesuturilor și există sub mai multe forme organizate Colagenul oferă suport pentru structura țesuturilor organizate în diverse structuri Toate proteinele familiei de colagen au o proprietate comună: ele sunt asamblate în structuri subțiri (aproximativ , nm în diametru) triple elicoidale supercoilate, constând din trei subunități de proteine de colagen care sunt ținute împreună prin legături covalente și necovalente Există trei tipuri de structuri supercoilate - fibrilare, stratificate și legate de fibrină (vezi FIG ): • În colagenii fibrilari, bobinele supraînfăşurate sunt organizate în fibrile sau "frânghii" care asigură rezistenţă structurii de-a lungul unei singure axe (o astfel de structură seamănă cu un cablu de oţel puternic format din fascicule de sârmă) Atunci când aceste fibrile sunt aranjate în fascicule paralele, ca în tendoane, ele oferă o structură de rezistență incredibilă care este capabilă să reziste forțelor dezvoltate de mușchii atașați oaselor • Colagenii stratificati sunt o rețea de structuri elicoidale supraînfăşurate Sunt mai puțin rezistenți la forțele musculare, dar mult mai rezistenți la întinderea în mai multe direcții O rețea de astfel de structuri, de exemplu, este caracteristică pielii • Un al treilea tip de colagen, cunoscut sub numele de "ligamente fibrilare", formează structuri elicoidale supraînfăşurate care leagă fibrilele de colagen între ele Indiferent de organizare, colagenii formează structura cadru de bază a matricei extracelulare Proteinele incluse în matricea extracelulară, cum ar fi fibronectina și vitronectina, se leagă de colageni și sunt țesute în structuri formate din OREZ Subunitățile de colagen se adună în structuri elicoidale triple care se organizează în fibrile sau într-o rețea în care sunt interconectate de alte proteine ale matricei extracelulare, inclusiv colagenul asociat fibrilelor Grupuri Exemple Localizare FORMARE DE FIBRILE (FIBRILE) [а (І)] а (І) Os, cornee, organe interne, ligamente, piele, tendoane LEGATE DE FIBRILE a (IX)a (IX)a (IX) Țesut cartilaj NETWORKING [a (IV)] a (IV) Lamina bazală FORME TRANSMEMBRANE [a (XVN)] Hemidesmozom OREZ o Proteinele de colagen sunt împărțite în patru grupe principale, care diferă prin formula moleculară, natura formelor polimerice și distribuția în țesuturi Unele grupuri includ mai multe tipuri de colagen schelă de colagen (vezi Celulele sunt atașate de matricele de colagen prin intermediul fibronectinelor și - Vitronectina promovează aderența celulelor implicate în coagularea sângelui) Unul dintre membrii familiei de colagen este o proteină transmembranară care este implicată în formarea contactelor intercelulare (vezi Celulele epiteliale sunt atașate de lamina bazală prin hemidesmozomi) Există aproximativ de tipuri diferite de colagen, dintre care majoritatea pot fi grupate în patru clase (p și ( ) Fiecare dintre structurile elicoidale triple este desemnată printr-o cifră romană ( , II, III etc ) Fiecare colagen subunitatea este desemnată ca subunitate a, iar tipului acesteia i se atribuie un număr (al, a , a etc ), urmat de o cifră romană care indică tipul în care se află De exemplu, colagenul fibrilar principal al cozii (și alte țesuturi) de șobolani este de tip I și constă din două copii ale subunității a ( ) și o copie a subunității a (I) Pe fig Figura prezintă structura fibrelor de colagen Trei subunități polipeptidice sunt înfășurate în paralel una în jurul celeilalte și formează o structură elicoidală supraîncolată de nm lungime Colagenul este caracterizat printr-o secvență repetată de aminoacizi care conține elementul glicină-XY, unde X și Y pot fi orice aminoacid, dar sunt de obicei prolină și, respectiv, hidroxiprolină Această secvență promovează împachetarea strânsă a celor trei subunități și facilitează formarea unei structuri supercoilate Subunitățile de nm sunt ținute împreună prin legături covalente care se formează între capătul N-terminal al unei subunități și capătul C-terminal al subunității adiacente Structurile elicoidale supercoilate sunt dispuse în paralel, formând mici goluri ( - nm) între ele Aceste goluri oferă un aspect caracteristic (striație) de fibrile, vizibile la microscopul electronic CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară Structura schematică a structurii elicoidale triple a colagenului (sus), organizarea structurii răsucite într-o fibrilă (mijloc) și a fibrilelor într-o fibră de colagen (jos) Prezența unui decalaj de nm între structurile elicoidale adiacente determină striarea fibrilelor care alcătuiesc fibra, care este vizibilă la microscopul electronic Fotografie prin amabilitatea lui Robert L Trelstad, Robert Wood Johnson School of Medicine Structurile de colagen complet asamblate (fibrilare sau reticulare) sunt mult mai mari ca dimensiuni decât celulele în sine; unele fibrile pot ajunge la câțiva milimetri lungime Astfel, subunitățile de colagen sunt sintetizate și secretate ca structuri elicoidale supraînrolate, iar etapele finale ale asamblarii lor au loc în afara celulei După cum se arată în t id, sinteza colagenului și procesarea sa ulterioară au loc pe întreaga cale secretorie În timpul sintezei, proteinele de colagen sunt direcționate către reticulul endoplasmatic granular (ER) cu participarea particulelor de recunoaștere a semnalului și a aparatului proteic asociat cu acestea (pentru mai multe informații despre translocarea proteinelor în RE, vezi Adresarea proteinelor pe membrană) Subunitățile de colagen sunt sintetizate ca polipeptide extrem de lungi numite procolageni, care conțin propeptide care sunt "cozi" situate la capetele amino și carboxil Odată ce procolagenii au intrat în lumenul ER, pe măsură ce sunt transportați din ER prin aparatul Golgi și în veziculele secretoare, ei suferă o serie de modificări (pentru mai multe despre transportul proteinelor, vezi Mișcarea proteinelor între membrane) În timpul transportului de procolagen prin ER și aparatul Golgi, grupările hidroxil (-OH) sunt adăugate lanțurilor laterale de prolină și lizină situate în partea de mijloc a moleculelor de procolagen Aceasta produce hidroxiprolină și hidroxilizină Aceste modificări asigură formarea corectă a legăturilor de hidrogen care țin cele trei subunități împreună într-o structură elicoidală supraînfăşurată Legăturile disulfurice se formează între porțiunile amino- și carboxi-terminale ale propeptidelor, care apoi asigură aranjarea corectă a celor trei subunități pro-colagen pentru a forma o structură supraînfăşurată triplu elicoidal Apoi helixul se formează spontan, în direcția de la capătul C-terminal la capătul N-terminal Colagenul oferă suport pentru structura țesuturilor veziculă secretorie Auto-asamblare, formare de legături disulfurice MONTAJUL PROCOLAGENULUI ANSAMBLU FIBRILE/FIBRE f Hidroxilare^ Secreţie ) Transport prin aparatul Golgi H) Formarea [triplului helix n J - (D Glicozilarea > d Modificarea post-translațională și asamblarea subunităților de procolagen în structuri elicoidale triple au loc în timpul mișcării intracelulare de-a lungul căii secretorii Cu toate acestea, asamblarea fibrilelor are loc în spațiul extracelular după secreția de elice triple cu structură răsucită Pentru simplitate, grupările hidroxil și reziduurile de zahăr nu sunt prezentate în structurile ternare citoza Scindarea propeptidei Autoasamblarea fibrilelor Ansamblu de fibre Propeptidele interferează cu interacțiunea elicelor super-înfăşurate între ele, prevenind astfel polimerizarea colagenului în celulă Când tripla helix de procolagen a fost secretată, enzimele numite procolagen proteaze desprind propeptidele Proteina rămasă, cunoscută sub numele de tropocolagen, este aproape în întregime organizată într-o triplă helix și este unitatea structurală de bază a fibrilei de colagen Fibrilele sunt asamblate simplu: lanțurile laterale de lizină din tropocolagen sunt modificate prin acțiunea enzimei lizil oxidazei pentru a forma alisine Aceste lizine modificate formează legături covalente care permit polimerizarea tropocolagului nou (ha) Lizil oxidaza este o enzimă extracelulară, iar această etapă de asamblare a fibrilei are loc numai după eliberarea procolagenului din celulă Odată asamblate, fibrilele se pot coalesce pentru a forma mănunchiuri mari sau fibre care sunt caracteristice colagenului fibrilar (Figura ) Având în vedere importanța colagenului în asigurarea suportului structural țesuturilor, ne putem imagina consecințele groaznice pentru organism ale unei încălcări a procesului de asamblare a fibrilei Mutațiile genelor care codifică sinteza de colagen sau enzime care modifică procolagenul provoacă dezvoltarea multor boli genetice care afectează aproape toate țesuturile De exemplu, colagenul de tip I pre- CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară Nu -NCC- -N -C -C - (SND CH (CH ); CH n nr o II II -NCC- CH; NH + CU (CH ) CH DESPRE H NH+ I Cp Lisil oxidaza modifică catenele laterale CH CH (CH ) N - s-С - N N O H CH - ' ( ) Educație legaturi covalente CH II o s- s' (CIS)g n -NCC- II II Nu -NCCI I II n n O REZIDUURI DE LIZINĂ DERIVAȚI ALDEHIDICI LINK-URI ALDOL Lizil oxidaza catalizează legătura covalentă a două lanțuri laterale de lizină pentru a forma alisine (derivați aldehidici ai lizinei), care apoi formează o legătură aldolică între ele este principala proteină structurală din țesutul osos Mutațiile genelor de colagen de acest tip provoacă osteogeneză incompletă, așa-numita dezvoltarea bolii osoase fragile Mutațiile genei de colagen de tip IV au ca rezultat asamblarea defectuoasă a laminei bazale în majoritatea țesuturilor epiteliale și în boala pielii epidermoza buloasă (vezi Lamina bazală (membrana) este o matrice extracelulară specializată) Celulele se leagă de colagen prin receptori specifici numiți integrine Acești receptori permit celulelor să se lege reversibil de colagen în timp ce se deplasează prin matricea extracelulară Receptorii de integrină activează, de asemenea, căile de transducție a semnalului, astfel încât legarea de colagen (și alte proteine din matricea extracelulară) modifică activitatea proceselor biochimice celulare și astfel contribuie la controlul creșterii și diferențierii celulelor (Pentru mai multe despre integrine, vezi Cele mai multe integrine sunt receptori pentru proteinele matricei extracelulare, Receptorii de integrine sunt implicați în semnalizarea celulară și Integrinele și alte componente ale matricei extracelulare joacă un rol cheie în procesele de dezvoltare) Celulele se atașează la matricele de colagen prin fibronectine Puncte cheie Funcția principală a fibronectinei, o proteină din matricea extracelulară, este de a atașa celulele la matricele care conțin colagen fibrilar Sunt cunoscute cel puțin de forme diferite de fibronectină Toate sunt formate datorită îmbinării alternative a unei gene Formele solubile de fibronectină sunt prezente în mediul de țesut lichid, în timp ce formele sale insolubile formează fibre în matricea extracelulară Fibrele de fibronectină sunt formate din polimeri reticulați ai formelor homodimerice de fibronectină Proteinele fibronectinei conțin șase regiuni structurale, fiecare constând dintr-o serie de unități repetate Fibrina, proteoglicanul sulfatului de heparan și colagenul se leagă de diferite locuri ale fibronectinei și integrează fibrele acesteia în rețeaua matricei extracelulare Unele celule exprimă receptori de integrină care se leagă de secvența Arg-Gly-Asp (RGD) prezentă în fibronectină Celulele se atașează la matrițele de colagen prin fibronectine Fibronectinele (din latinescul fibra (fibră) și nectere (a lega, conecta)) sunt exprimate în țesutul conjunctiv la aproape toate animalele Aceste proteine sunt produse în mai multe tipuri de celule, inclusiv fibroblaste, hepatocite, celule endoteliale și unele celule ale sistemului nervos care îndeplinesc funcții structurale La om, cel puțin de fibronectine diferite sunt formate prin splicing alternativ la patru situsuri de transcriere primare ale unei singure gene fibronectine Pentru mai multe informații despre splicing alternativ, consultați ) Variantele rezultate au specificitate, în funcție de tipul de celulă Fibronectinele sunt împărțite în două grupe: solubile (sau fibronectinele plasmatice), care sunt prezente în diferite fluide tisulare (de exemplu, în plasmă, lichidul cefalorahidian și amniotic) și insolubile (sau celulare), care formează fibre în matricea extracelulară în aproape toate șervețele În țesuturi, fibronectinele leagă celulele de matricea extracelulară, le reglează forma și organizarea citoscheletică, promovează coagularea sângelui și controlează funcționarea multor celule în timpul dezvoltării și vindecării rănilor În timpul coagulării sângelui, fibronectina se leagă de trombocite la locul leziunii, iar mai târziu, pe măsură ce rana se vindecă, sprijină migrarea de noi celule pe măsură ce acopera rana Mulți celulele tumorale exprimă și fibronectine, care acționează ca un substrat pentru migrarea celulelor în timpul formării metastazelor Fibronectinele sunt necesare pentru cursul normal al proceselor de dezvoltare: șoarecii cu o funcție dezactivată a genei corespunzătoare mor în embriogeneza timpurie Celulele se leagă de fibronectină prin receptori specifici numiți integrine Ca și alți receptori de integrină, receptorii de fibronectină sunt implicați în activarea căilor de transducție a semnalului intracelular care controlează creșterea, motilitatea și diferențierea celulelor (Pentru mai multe despre integrine, vezi Cele mai multe integrine sunt receptori pentru proteinele matricei extracelulare, Receptorii integrinei sunt implicați în semnalizarea celulară și Integrinele și alte componente ale matricei extracelulare joacă un rol cheie în procesele de dezvoltare?) Fibronectina matură secretată de celulă este întotdeauna un dimer solubil format din două punți disulfurice și de obicei conține două copii ale aceleiași variante de fibronectină (vezi Figura ) Mai mult, dimerizarea fibronectinei este esențială pentru formarea corectă a fibrelor de fibronectină insolubile Asamblarea fibronectinelor solubile în rețele insolubile necesită contact direct cu celulele Deși mecanismul de formare a fibrelor de fibronectină nu este Y Dimerii de fibronectină ies din celulă într-o conformație răsucită care împiedică asocierea lor cu alți dimeri După legarea la receptorii de integrină de pe suprafața celulei, dimerii de fibronectină se desfășoară și deschid locurile de legare de care se atașează alți dimeri Acumularea de dimeri de fibronectină duce la formarea unei fibrile din aceștia asociate cu suprafața celulară CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară >! Fotografii ale celulelor făcute cu un microscop fluorescent vizibil rețele de filamente de fibronectină conectate (stânga) și filamente de actină (dreapta), care sunt aranjate în mod similar Colorarea prin imunofluorescență pentru fibronectină și, respectiv, actină Filamentele de fibronectină și filamentele de actină sunt legate între ele de receptorii integrinei și proteinele asociate acestora Fotografie prin amabilitatea lui Richard Hynes, Centrul de Cercetare a Cancerului, Massachusetts Institute of Technology destul de clar, majoritatea modelelor presupun că dimerii de fibronectină se leagă mai întâi la receptorii de integrină de pe suprafața celulei (; ) Ulterior, celulele își schimbă forma Mu, din această cauză, moleculele de fibronectină sunt întinse, luând o configurație mai alungită, apropiată de liniară Dimerii de fibronectină sunt atașați suplimentar la astfel de molecule întinse, formând o rețea densă, care la microscop arată ca niște structuri fibroase orientate de-a lungul fibrelor de actină ( ) Aceste fibronectine Aceste fibre se pot lega de alte componente ale matricei extracelulare, transformând-o într-o structură de susținere puternică Fibronectinele se leagă de diferite alte proteine ale matricei extracelulare pentru a-și îndeplini funcțiile Studiul legării folosind fragmente de fibronectină obținute prin proteoliză limitată a făcut posibilă elucidarea organizării funcționale a acestei proteine Conține un set de secvențe scurte numite repetări de fibronectină Datorită alternativei G; Două polipeptide de fibronectină sunt legate covalent între ele prin legături disulfurice situate la situsul carboxil terminal Fiecare polipeptidă constă din șase domenii, inclusiv mici secvențe repetitive Principalele zone de legare sunt marcate Celulele se atașează la matrițele de colagen prin fibronectine splicing, aranjamentul acestor repetă variază Secvențele repetate sunt clasificate în trei grupe numite tip I, II și III Ele sunt numerotate secvenţial pornind de la regiunea amino-terminală a proteinei Pe fig vl prezintă funcţiile acestor repetări • Aproape de gruparea amino terminală se află un reziduu de glutamină, care este un substrat pentru factorul XIIIa, o enzimă care leagă fibronectina de fibrină, fibrinogen sau alte fibronectine în timpul coagulării sângelui • Tipul I repetă ( - ) care se leagă de fibrină, o proteină implicată în coagularea sângelui, și de proteoglicanul sulfat de heparan (vezi Proteoglicanii asigură hidratarea țesuturilor) • Tipul I ( - ) și tipul II ( - ) repetă care se leagă de colagen • Extradomeniul-B modular (ED-B), care este prezent în principal în fibronectina țesuturilor embrionare, în vindecarea rănilor și în țesutul tumoral Acest lucru sugerează că domeniul poate juca un rol în rearanjarea țesuturilor care are loc în zonele de creștere intensă a celulelor Domeniul nu a fost găsit în fibronectinele plasmatice • Repetări de tip III ( - ), care sunt legate de doi receptori de integrină de pe suprafața celulei printr-o secvență de trei aminoacizi (Arg-Gly-Asp sau RGD) prezentă în repetarea ( ) de acest tip Această zonă oferă proprietățile adezive ale celulelor, creșterea și mobilitatea acestora și, de asemenea, joacă un rol critic în formarea fibrelor de fibronectină • Extradomeniul-A (ED-A), care, la fel ca ED-B, este absent din fibronectinele plasmatice Aparent, ajută la creșterea legării celulelor de fibronectină, deși aceasta este doar o presupunere • Secvențe de tip III ( - ) care formează o regiune de legare pentru sulfatul de heparan, care se leagă de receptorii sindecan • Segment de conjugare de tip III (IIICS), care, la îmbinare, formează module de lungimi diferite și, în consecință, forme multiple de fibronectină La om, au fost identificate cel puțin cinci variante diferite de îmbinare IIICS Unele dintre ele pot regla apoptoza Acest segment se leagă de doi receptori de integrină prin secvența Leu-Asp-Val • O repetare de tip II și trei repetări de tip III care formează un al doilea loc de legare pentru fibrină, care este implicată în coagularea sângelui • În apropierea grupului carboxil terminal al proteinei, două reziduuri de cisteină formează legături disulfurice cu o altă polipeptidă de fibronectină Fibre de elastina oferi elasticitatea țesuturilor Funcția principală a elastinei este de a asigura proprietățile elastice ale țesuturilor Monomerii de elastină (cunoscuți sub denumirea de subunități de tropoelastină) sunt organizați în fibre atât de puternice și rezistente încât funcționează pe toată durata vieții organismelor Rezistența acestor fibre se datorează formării de legături încrucișate covalente între lanțurile laterale de lizină situate în monomerii de elastină vecini Elasticitatea fibrelor este asociată cu prezența unor regiuni hidrofobe, care, atunci când se aplică o forță, se întind, iar când sarcina este îndepărtată, se contractă spontan Asamblarea fibrelor de tropoelastină are loc în spațiul extracelular și este controlată printr-un proces în trei etape Mutațiile din gena elastinei sunt responsabile pentru o varietate de stări patologice, de la încrețirea pielii până la mortalitatea timpurie a copilăriei După cum sugerează și numele, elastina este o proteină din matricea extracelulară responsabilă în primul rând pentru proprietățile elastice ale țesuturilor Datorită elastinei, materialul se poate întinde și reveni la dimensiunea inițială, în plus FVK Structura schematică a relaxat și fibre de elastina intinse Observați diferențele pronunțate în structura subunităților de elastină în fiecare caz Detaliile structurale ale subunităților nu sunt încă cunoscute CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară fără a pierde energie Elastină este deosebit de abundentă în țesuturi precum vasele de sânge, pielea și plămânii, unde elasticitatea este un factor critic pentru buna funcționare a organelor De exemplu, elasticitatea vaselor de sânge joacă un rol important în menținerea nivelului corespunzător al tensiunii arteriale, iar elasticitatea plămânilor la fiecare respirație asigură umplerea cu aer și apoi golirea Elastină este sintetizată și secretată de fibroblasti, unul dintre cele mai comune tipuri de celule la animale, și de celulele musculare netede Aceste celule secretă, de asemenea, colageni care rezistă la întindere (vezi Colagenul oferă suport pentru structura țesuturilor) Ca urmare, matricea extracelulară a fiecărui organ este caracterizată de o combinație de proprietăți de elasticitate și rezistență Prin modificarea raportului dintre elastină și colagen din matricea extracelulară, celulele pot regla proprietățile elastice ale organelor După cum rezultă din ■ , elastina este organizată în bucle, care constau din regiunea principală a proteinelor de elastină, înconjurate de o coajă de proteine microfibrilare cu un diametru de - nm Componenta principală a acestei învelișuri este o glicoproteină asociată cu microfibrile care este asociată cu monomerul de elastină și facilitează încorporarea acestuia în fibre de elastină mai mari Aceste fibre sunt așa puternice și stabile, care funcționează pe tot parcursul vieții organismelor (adică, fără a se degrada sau a fi înlocuite) Elastina prezentă în aceste fibre este cea mai puțin solubilă proteină la vertebrate Cum elastina, deși are rezistență și stabilitate ridicate, prezintă totuși o elasticitate ridicată? Răspunsul constă în caracteristicile structurii sale Gena elastinei conține de exoni care codifică două secvențe de aminoacizi foarte diferite: unii dintre ei sunt hidrofile și conțin multe resturi de lizină, în timp ce alții sunt bogați în aminoacizi hidrofobi, în special glicină, prolină, alanină și valină Secvențele hidrofobe sunt intercalate printre regiunile hidrofile, rezultând o proteină mare cu două proprietăți distincte Rezistența fibrelor de elastină este determinată în principal de legăturile covalente care apar între lanțurile laterale de lizină din proteinele adiacente, similar cu cazul colagenului (vezi Fig ) În schimb, regiunile hidrofobe oferă elasticitate prin înfăşurarea moleculei într-o spirală atunci când nu este întinsă şi întinderea ei când se aplică forţa (Figura ) Când tensiunea este îndepărtată, aceste zone se pliază din nou spontan Chiar și după ani de cercetare, biologii nu au ajuns la o concluzie despre conformația exactă a proteinelor elastinei din fibre /z/ Sinteza la tropoelastină Formarea și eliberarea complexului tropoelastină-chaperonă CITOPLLASMA însoţitor Tropoelastină APARAT GOLGI Galactozaharidă h Polimerizare Cresterea fibrei de elastina Y Când însoțitorul interacționează cu restul galactozaharidei, se eliberează tropoelastină OREZ În timpul transportului la suprafața celulei, monomerii de elastină (tropoelastinele) sunt legați de chaperone Legarea însoțitorilor de învelișul din microfibră are ca rezultat eliberarea de monomeri de elastină Polimerizarea este catalizată de legăturile încrucișate ale tropoelastinelor, care se formează sub acțiunea lizil oxidazei Fibrele de elastină oferă elasticitate țesăturilor Asamblarea unor astfel de proteine insolubile pune probleme speciale celulei Dacă aceste proteine se agregează spontan înainte de a fi secretate din celulă, ele pot interfera cu secreția altor proteine prin blocarea căilor secretoare și, de asemenea, pot provoca ruptura de organele sau membranei plasmatice Celulele sintetizează și secretă proteine elastină sub formă de monomeri, dar ele asamblează fibre în spațiul extracelular numai după ce proteinele au părăsit celula fără a-i perturba mediul intern Ca fig Cu alte cuvinte, formarea elastinei implică trei etape principale: • La scurt timp după formarea monomerilor de elastină (cunoscuți sub numele de tropoelastină), aceștia se leagă în ER de molul de proteină chaperonă masa kDa Pe tot parcursul procesului de secreție, această însoțitoare rămâne legată de tropoelastină și împiedică agregarea elastinei în celulă • După terminarea secreţiei, complexul este reţinut pe suprafaţa celulei cu ajutorul unei însoţitoare până când vine în contact cu teaca fibrei de elastină După aceea, tropoelastina nou secretată este integrată în fibra de elastină cu participarea componentelor de zahăr ale cochiliei sale, care înlocuiesc chaperonele • Majoritatea lanțurilor laterale de lizină prezente în monomerul de tropoelastină sunt dezaminate de enzima lisil oxidaza Aceasta formează alisine, care se leagă covalent la alisine sau lizinele nemodificate prezente în alte proteine elastinice ale fibrei (vezi Fig ) Termenul de elastina matura este folosit pentru a se referi la proteinele de elastina care au fost modificate cu lisil oxidaza pentru a forma un polimer Astfel, metoda în trei etape asigură asamblarea completă a elastinei doar în acele zone ale celulei unde este nevoie de aceasta După cum era de așteptat, modificările în ansamblul sau funcția elastinei și fibrelor de elastină pot avea consecințe grave pentru celulă Flacidența pielii, o boală care se exprimă prin pierderea fibrelor de elastină din piele și țesutul conjunctiv, poate varia ca severitate de la distrugerea ușoară a fibrelor și apariția ridurilor până la pierderea aproape completă a fibrelor La pacienții ale căror celule au fibre de elastină puține sau deloc, integritatea țesuturilor nu este menținută și mor în copilărie La pacienții cu sindrom Williams se formează forme scurtate de elastină, în care unele domenii de legare lipsesc, iar procesul de organizare în fibre este afectat Acești pacienți dezvoltă îngustarea severă a arterelor mari, aparent datorită creșterii anormale a celulelor musculare netede din jurul arterelor Acesta servește ca răspuns compensator la pierderea fibrelor de elastină prezente în mod normal în peretele arterial Lamininele sunt un strat adeziv pentru celule Lamininele sunt o familie de proteine ale matricei extracelulare care se găsesc în aproape toate țesuturile vertebratelor și nevertebratelor Funcția principală a lamininelor este de a crea un substrat adeziv pentru celule și de a oferi rezistență țesuturilor la întindere Lamininele sunt heterotrimeri formați din trei subunități distincte care se înfășoară una în jurul celeilalte într-o configurație supercoilată Heterotrimerii de laminină nu formează fibrile; se leagă de proteinele linker, care le permit să formeze încurcături complexe în matricea extracelulară Multe proteine sunt asociate cu laminine, inclusiv peste de receptori de suprafață diferiți Lamininele sunt o familie extinsă de proteine matricei extracelulare mari (> kDa) găsite în lamina bazală (de unde și numele lor) și în alte locații ale matricei extracelulare în multe țesuturi (Pentru mai multe despre lamina bazală, vezi - Lamina bazală (membrana) este o matrice extracelulară specializată ) Lamininele sunt exprimate atât în celulele de vertebrate, cât și de nevertebrate, precum și gradul de omologie între diferiții membri ai familiei acestor proteine este destul de scăzută Acest lucru sugerează că lamininele sunt proteine vechi din punct de vedere evolutiv La fel ca colagenul, lamininele sunt compuse din trei subunități polipeptidice înfășurate una în jurul celeilalte pentru a forma o structură triplă supraînfăşurată Secvența care asigură formarea acestei structuri răsucite în laminine este de șapte aminoacizi, iar în fiecare dintre cele trei subunități este în numeroase repetări Datorită formării unei structuri răsucite între subunități, se formează numărul maxim de legături necovalente și se asigură stabilitatea trimerului rezultat Când s-a format o structură răsucită, legătura covalentă a subunităților are loc prin legături disulfurice Doar o parte din fiecare subunitate este organizată într-o structură răsucită; în același timp, fiecare subunitate formează și "excrescențe" care ies din helix, cu ajutorul cărora, așa cum se arată în - se formează o structură împletită Lamininele sunt heterotrimeri: trei subunități conținute într-o proteină sunt produse ale unor gene diferite și sunt împărțite în trei grupe: a, p și y Până acum, au fost găsite cinci a, trei p și trei y, iar unele dintre acestea pot produce variante suplimentare prin îmbinare diferențială Teoretic, aceste subunități se pot combina pentru a forma mai mult de de combinații hetero-rimerice diferite, dar până acum nu au fost identificate CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară Cele trei lanțuri care alcătuiesc molecula de laminină sunt înfășurate unul în jurul celuilalt pentru a forma un miez central (miez sau miez) Regiunile N-terminale ale fiecărui lanț se îndepărtează de acesta în mod transversal Locul carboxil a al lanțului iese din miezul central, formând cinci domenii globulare Site-uri de linkuri majore marcate doar sunt numite (se numesc izoforme și sunt numerotate de la la ) Cu toate acestea, acest număr de izoforme permite formarea într-un singur organism a mai multor structuri asemănătoare rețelei constând din diferite laminine Spre deosebire de clasele majore de glicoproteine prezente în matricea extracelulară, lamininele nu formează fibrile Ele sunt organizate în structuri asemănătoare rețelei împletite care sunt capabile să reziste forțelor de tracțiune aplicate țesuturilor simultan în mai multe direcții Procesele scurte ale heterotrimerului de laminină, reprezentând regiunea N-terminală a fiecărei subunități, conțin domenii care se leagă de alte componente ale matricei extracelulare, formând o structură sub formă de rețea împletită Pe prezintă un exemplu ilustrativ al structurii formate de laminina- în lamina bazală, unde interacționează cu componente ale matricei extracelulare, cum ar fi entactina (numită și nidogen), perlecan și colagen IV Unele subunități de laminină nu au aceste domenii, iar mecanismul de polimerizare a unor astfel de laminine rămâne necunoscut Care sunt funcțiile lamininelor? Pe baza unor studii morfologice și biochimice timpurii, s-a constatat că laminina- este prezentă în cantități mari în lamina bazală și sprijină atașarea și răspândirea multor tipuri de celule epiteliale prin aceasta, ceea ce are loc cu participarea receptorilor integrinei Răspândirea celulelor de-a lungul structurii lamininei sugerează că aceasta trebuie să fie suficient de puternică pentru a rezista la întinderea care apare atunci când citoscheletul este restructurat Multe proteine asociate lamininei- (în special entactina) joacă un rol critic în asamblarea rețelelor de laminină- După cum arată studiile imunohistochimice, expresia lamininei- are loc deja în stadiul de embrioni de șoarece cu celule, ceea ce indică rolul important pe care îl joacă această proteină în procesul de dezvoltare În studii ulterioare, au fost identificate regiunile moleculei de laminină responsabile de adeziunea și migrarea celulelor și au fost elucidate rolurile lamininelor în procesele de dezvoltare Ca și în cazul fibronectinelor, s-a folosit digestia parțială a lamininelor de către proteaze Lamininele sunt un substrat adeziv pentru de celule Integrină Laminină Integrină Colagen tip IV Perlecan este asociat cu • colagen IV • laminină Entactina se leagă de • colagen IV • laminină RJ b Laminina este asociată cu cel puțin alte trei proteine ale matricei extracelulare, formând o rețea în lamina bazală Lamininele se leagă, de asemenea, la receptorii integrinei care se extind de la suprafața celulelor atașate lamina bazală BAZAL LAMINA pentru a împărți o moleculă intactă în mici unități funcționale, care au fost folosite pentru a studia legarea lor de alte proteine Până acum, aceste studii au produs o hartă funcțională a domeniilor lamininei care nu pare a fi la fel de detaliată ca, de exemplu, fibronectina (vezi Celulele se atașează la matricele de colagen prin intermediul fibronectinei) Dificultatea studierii se datorează faptului că laminina formează o structură răsucită continuă, iar secțiunile individuale sunt distruse chiar și cu proteoliză limitată Se știe că un număr mare de funcții și locuri de legare cu alte proteine sunt asociate cu diferite regiuni ale moleculei de laminină De exemplu, au fost identificați mai mult de de receptori diferiți pentru laminina- În plus, așa cum se arată în fig , mai multe situsuri, cum ar fi domeniile globulare situate la capătul C-terminal al lanțului a, joacă un rol important în reglarea migrației celulare Dintre principalii receptori de laminină, trei sunt integrine, împreună cu un receptor non-integrină cu un mol cu o greutate de kDa La rândul lor, acești receptori sunt asociați cu diferite elemente ale citoscheletului și se leagă la diferite combinații de semnale proteinele finale, astfel încât fiecare receptor de laminină are un efect diferit asupra comportamentului celular Mecanismele de reglare a răspunsului celular la legarea lamininei nu sunt bine înțelese S-au găsit mutații în subunitățile lamininei- și - în celulele organismelor cu defecte ale membranei bazale și formarea unui complex adeziv specific numit hemidesmozom (vezi Celulele epiteliale sunt atașate de lamina bazală prin hemidesmozomi) Aceste mutații sunt responsabile pentru multe boli de piele moștenite (vezi Lamina bazală (membrana) este o matrice extracelulară specializată) În experimentele care utilizează metode de genetică inversă, atunci când genele lamininei recombinate mutante au fost exprimate în organisme, s-a demonstrat că mutațiile în subunitățile lamininei- duc la tulburări în lamina bazală a celulelor musculare, ceea ce este caracteristic celor mai severe cazuri de formă ereditară a musculaturii distrofie Studiile efectuate la șoareci cu gene knockouts de laminină au demonstrat un rol pentru aceste proteine în direcționarea neuronilor către partenerii lor celulari specifici, precum și în formarea laminei bazale în rinichi CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară Vitronectina promovează aderența celulară țintită, implicate în coagulare sânge Vitronectina este o proteină din matricea extracelulară care circulă în plasmă într-o formă solubilă Vitronectina se poate lega de multe tipuri diferite de proteine, cum ar fi colageni, integrine, factori de coagulare și factori de liză celulară, precum și de proteaze extracelulare Când țesuturile sunt deteriorate, vitronectina favorizează formarea cheagurilor de sânge Pentru a asigura livrarea factorilor de coagulare a sângelui către țesuturi, vitronectina trebuie să treacă de la o formă solubilă la o formă insolubilă care poate lega acești factori Vitronectina este o glicoproteină cu matrice extracelulară multifuncțională relativ mică ( kDa) care este prezentă în plasmă, precum și în răni și alte zone în care are loc formarea țesuturilor Vitronectina conține multe reziduuri de glicozil: aproximativ / din masa sa este reprezentată de zaharurile N-legate Spre deosebire de majoritatea altor proteine din matricea extracelulară, care sunt sintetizate de celulele multor țesuturi, vitronectina se formează în principal în ficat, de unde intră direct în sânge Una dintre proprietățile caracteristice ale vitronectinei este capacitatea sa de a se lega de multe tipuri de proteine, inclusiv colageni, receptori de integrine, factori de coagulare a sângelui și factori imunitari care provoacă liza celulară, precum și proteazele implicate în degradarea matricei extracelulare (Pentru mai multe despre unele dintre aceste proteine, vezi - Colagenul oferă suport pentru structura țesutului, - Majoritatea integrinelor sunt receptori pentru proteinele matricei extracelulare, iar - Proteazele degradează componentele matricei extracelulare ) Monomerii de vitronectină se pot lega unul de celălalt și formează complexe cu greutate moleculară mare Au fost identificate situsuri de legare specifice în studiul legării între ele a fragmentelor de peptide sintetice ale vitronectinei Ca rezultat, a fost obținută o hartă a domeniilor de legare, care sunt localizate predominant pe regiunile C- și N-terminale ale moleculei de proteină (vezi ) Multe dintre proteinele care se leagă de vitronectină sunt enzime a căror activare prematură sau localizare greșită poate avea consecințe grave asupra organismului De exemplu, formarea unui cheag de sânge în creier duce la un accident vascular cerebral Prin urmare, controlul asupra locului și timpului legării vitronectinei de proteine joacă un rol important Cea mai obișnuită modalitate de control este și cea mai simplă: monomerii de vitronectină se leagă unul de celălalt, astfel că par a fi "blocați" până când sunt necesari Se crede că răsucirea moleculei are loc ca rezultat al interacțiunilor ionice dintre regiunea sa N-terminală încărcată negativ și regiunea C-terminală încărcată pozitiv După cum se poate observa în fig , contactul dintre cele două capete ale moleculei de vitronectină poate proteja locurile de legare la alte proteine Monomerii de vitronectină răsuciți circulă în fluxul sanguin fără a se desface Deși se presupune că molecula de vitronectină trebuie să se desfășoare parțial sau "de-arhivat" pentru a iniția procesul de legare a proteinelor, nu se știe cum se întâmplă acest lucru Studii in vitro ale preparatelor purificate "DEZIP" ACTIV "ARHIVAT" INACTIV Vitronectină Schimbări \ pH Inhibitor de protează Receptor de protează Receptor de suprafață Complexul inhibitor de protează-protează Proteină din matricea extracelulară Plasminogen heparină protează factor de coagulare Model de organizare structurală a vitronectinei Vitronectina care circulă în sânge este "arhivată" pentru a preveni legarea ei de alte proteine Atunci când mediul extern se schimbă, vitronectina este parțial dezarhivată, ceea ce contribuie la legarea acestei proteine de altele Locurile de legare la proteine sunt prezentate Vitronectina promovează aderența țintită a celulelor implicate în coagularea sângelui vitronectina a arătat că structura sa este sensibilă la modificări ale pH-ului și ale concentrației ionilor Acest lucru sugerează că derularea moleculei poate fi inițiată de modificări în compoziția plasmei sanguine De asemenea, este posibil ca derularea parțială să apară spontan și să fie însoțită de o cantitate mică de monomeri de vitronectină desfășurați în circulație Desfacerea moleculelor de vitronectină și demascarea domeniilor de legare a proteinelor pot duce la rezultate diferite Deci, vitronectina poate forma agregate mari în sânge, de care sunt atașate celulele Vitronectina servește în acest caz ca o structură de susținere care asigură localizarea corectă a cheagurilor de sânge În moleculele de vitronectină parțial nerăsucite, se deschid situsurile de legare pentru receptorii integrinei de pe trombocite (vezi Fig ), care direcționează trombocitele către locurile de afectare vasculară Trombocitele legate sunt activate și eliberează alți factori care promovează formarea cheagurilor Proteoglicanii asigură hidratarea țesuturilor Puncte cheie • Proteoglicanii constau dintr-un "miez" proteic central (nucleu) de care sunt atașate lanțuri liniare lungi de dizaharide numite glicozaminoglicani (GAG) • Lanțurile GAG poartă o sarcină negativă Aceasta oferă o formă rigidă de proteoglicani în formă de tijă, care este menținută prin respingerea sarcinilor • Proeminențele formate din lanțuri GAG acționează ca filtre care limitează pătrunderea virușilor și bacteriilor în țesuturi • Proteoglicanii absorb apa pentru a forma o structura asemanatoare unui gel care mentine celulele hidratate si protejeaza tesuturile de presiunea hidrostatica excesiva • Proteoglicanii sunt capabili să se lege de diferite componente ale matricei extracelulare, inclusiv de factori de creștere, proteine structurale și receptori localizați pe suprafața celulei • Exprimarea proteoglicanilor depinde de tipul celular și este reglată în funcție de stadiul de dezvoltare Proteoglicanii completează glicoproteinele structurale ale matricei extracelulare (colagen și elastina) În timp ce glicoproteinele structurale asigură forțe de tracțiune, proteoglicanii asigură că matricea extracelulară este într-o stare de gel hidratată Acest lucru este necesar pentru ca țesuturile să poată rezista forțelor de compresie Ca și alte glicoproteine, care sunt exprimate în cantități mari pe suprafața celulei, proteoglicanii constau dintr-un miez sau miez polipeptidic (de unde prefixul proteo-), de care sunt atașați zaharuri (glicani) Sunt cunoscute peste de proteine de bază proteoglicane diferite și fiecare conține domenii structurale modulare care DECORIN Lanț glicoză-aminoglican Proteină de bază AGRECAN SINDEKAN GLYPIKAN Lanțuri de sulfat de heparan Ancoră GFI Q CITOPLLASMA Structuri ale proteoglicanilor Toți proteoglicanii conțin lanțuri GAG asociate cu proteina de bază Proteoglicanii fie ies din celule, fie se leagă de membrană printr-un domeniu de bază care se întinde pe membrană sau prin glicozilfosfatidilinozitol (GPI) legat de o proteină de bază se poate lega la astfel de componente ale matricei extracelulare cum ar fi carbohidrații, lipidele, proteinele structurale, receptorii integrinei și alți proteoglicani Sunt prezentate diferitele tipuri de proteoglicani Majoritatea proteoglicanilor, decorina și agrecanul, sunt expulzați din celule, dar două tipuri rămân legate de membrană Astfel, membrii familiei de glicoproteine sindecan conțin un domeniu transmembranar, iar glipicanii sunt atașați la membrană prin glicozilfosfatidilinozitol (GPI) Proteoglicanii diferă de glicoproteine prin tipul și aranjamentul reziduurilor de zahăr atașate acestora Zaharurile atașate la proteoglicani sunt denumite glicozaminoglicani (GAG) Ele sunt asamblate în lanțuri liniare lungi de reziduuri repetate de dizaharide Aceste lanțuri pot consta din sute de reziduuri de zahăr și pot atinge greutăți moleculare de până la kDa După cum se arată în , GAG-urile sunt subdivizate în cinci clase, în funcție de dizaharidele pe care le conțin Toți glicozaminoglicanii cu excepția unuia (acidul hialuronic) se pot lega de proteine pentru a forma proteoglicani Toate GAG-urile conțin zaharuri acide și/sau sulfatate, care le conferă o sarcină negativă semnificativă Etapele sintezei proteo- licani Proteina de bază este formată în ER granular Toate aceste proteine conțin secvențe semnal care le direcționează către ER granular și majoritatea sunt proteine secretate solubile care intră în lumenul ER Sindecanii rămân încorporați în membrană deoarece CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară Glicozaminoglican Condroitin sulfat GlcA (acid D-glucuronic) GalNAc (D-galactozamină) Sulfat de dermatan IdoA (acid L-iduronic) GalNAc (D-galactozamină) sulfat de ke ratan Gal (galactoză) GlcNAc (D-galactozamină) Acid hialuronic GlcA (acid D-glucuronic) GlcNAc (D-glucozamină) sulfat de heparan/heparină GlcA (acid D-glucuronic) GlcNAc (D-glucozamină) IdoA (acid L-iduronic) GlcNAc (D-glucozamină) Repetă dizaharidă GlcA GalNAc IdoA GalNAc cu nu cu nu H OH H HNCOCH Gal GlcNAc GlcA GlcNAc H OH H HNCOCH GlcA GlcNAc H cu nu IdoA GlcNAc GAG-urile sunt clasificate în grupuri în funcție de tipul de reziduu de dizaharidă repetat pe care îl conțin Grupările sulfat sunt atașate la resturile de dizaharide marcate Potrivit lui Prydz, K , și Dalen, K T J Cell sci : - ku conţin secvenţa semnalului de oprire a transferului Proteinele de bază Glypican sunt modificate prin adăugarea de glicozilfosfatidilinozitol, un reziduu de zahăr legat de lipide (Pentru mai multe despre aceste procese, consultați Adresarea membranară a proteinelor ) Pe măsură ce proteinele de bază se deplasează pe calea secretorie, enzimele glicoziltransferazei adaugă xiloză, galactoză și acid glucuronic la reziduurile de serină și asparagină Tipul de reziduu de zahăr și localizarea acestuia sunt determinate de secvențe speciale de aminoacizi din proteina de vacă Zaharurile atașate servesc ca locuri de legare suplimentare pentru carbohidrați, cum ar fi N-acetilglucozamina, care formează lanțuri GAG Lanțurile GAG pot fi modificate prin acțiunea enzimelor care provoacă o rearanjare a structurii zaharurilor (epimeraze) sau le adaugă grupări sulfat (sulfotransferaze) Unii proteoglicani conțin, de asemenea, oligozaharide N- și O-legate tipice glicoproteinelor (pentru mai multe despre zaharurile N-legate vezi K Reziduurile de zahăr sunt adăugate la multe proteine în timpul transferului) În rețeaua tr^m/c-Golgi, proteoglicanii nou sintetizați sunt supuși unui proces de sortare, îndreptându-se spre o cale secretorie reglată și stocați în granule secretoare până când sunt eliberați în timpul exocitozei Diverse semnale, cum ar fi creșterea presiunii, stimulează secreția de proteoglicani (pentru mai multe despre reglarea secreției de proteine, vezi Mișcarea proteinelor între membrane) De la unul la mai mult de de GAG mari pot fi atașați la proteoglican Deoarece majoritatea zaharurilor sunt încărcate negativ, GAG-urile se resping reciproc Dacă proteoglicanul conține o mulțime de GAG, atunci acest lucru duce la faptul că proteina de bază ia o formă liniară asemănătoare tijei, iar reziduurile de GAG ies în exterior Ca urmare, structura unui proteoglican matur seamănă cu o perie de păr (Fig ) Această structură conferă proteoglicanilor proprietăți speciale care ajută la înțelegerea proprietăților matricei extracelulare În primul rând, structura lor relativ rigidă îi ajută să funcționeze ca o schelă structurală care menține forma țesuturilor în care locuiesc În al doilea rând, proteoglicanii contribuie la activitatea sistemului imunitar: perii GAG captează bacteriile și virușii în mediul extracelular și reduc posibilitatea infecției tisulare În al treilea rând, sarcina negativă a lanțurilor GAG atrage cationi, care, la rândul lor, atrag moleculele de apă, astfel încât proteoglicanii să conțină suficientă umiditate pentru a forma un gel Aceste geluri mențin celulele hidratate și oferă un mediu apos care promovează transferul de molecule mici între celule Structurile de gel ajută țesuturile să atenueze căderile mari de presiune și să prevină deformarea semnificativă Astfel de căderi de presiune, de exemplu, pot apărea în timpul leziunilor traumatice sau în timpul efortului fizic intens În al patrulea rând, proteoglicanii se leagă de o serie de alte proteine Una dintre cele mai importante grupe de astfel de proteine sunt factorii de creștere Celulele secretă acești factori în fluxul sanguin sau intră în mediul lichid al țesuturilor și încep să circule în organism După cum se arată în f , proteoglicanii preiau factori de creștere și îi leagă Astfel, concentrația lor în matricea extracelulară crește Legarea conduce, de asemenea, la localizarea factorilor de creștere în zone specifice ale țesuturilor și îi protejează de degradarea de către proteazele extracelulare În unele cazuri, această concentrație de factori de creștere este necesară pentru ca celulele să le poată lega Astfel, proteoglicanii pot acționa ca co-receptori pentru factorii de creștere și astfel pot controla indirect creșterea celulelor Proteoglicanii asigură hidratarea țesuturilor LOCALIZARE granular EPR Sinteza proteinelor de bază Adăugarea GFI ADIȚIUNEA DE REZIDUENTE/ENZIME reteaua cis-golgi Medial- golgi Transă- golgi Rețeaua Trons-Golgi membrana celulara - Adaos de xiloză: Xiloziltransferaza Day-Golgi - Adăugarea de galactoză: Galactosiltransferazele II și II -GlcA Adăugarea GlcA: Acid transferază glucuronic Heparan sulfat/ enzime de polimerizare a heparanului GlcA - [GAG] - Adăugarea lanțurilor GAG: sulfotransferaze, enzime de polimerizare sulfat de condroitină/dermatan sulfat Agrekan Glypikan Syndekan Asamblarea proteoglicanilor are loc pe măsură ce se deplasează de-a lungul căii secretorii Este prezentată locația celor mai importante enzime Legare FGF liber nu se poate lega de receptorul FGF Receptorul FGF FGF cuplat cu HS \ - (U PL ZMATIC MEMBRA * і ' ): • SHBG poate fi co-receptori pentru proteinele solubile, cum ar fi factorii de creștere Această funcție este asigurată de stabilizarea factorului de creștere care se leagă de receptorul său, ceea ce duce la o creștere a concentrației locale a factorului de creștere pe suprafața celulei și, prin urmare, îmbunătățește răspunsul celular la o anumită concentrație a ligandului De exemplu, o astfel de interacțiune are loc între sindecani, factorul de creștere a fibroblastelor (FGF) și receptorul acestuia • SHBG poate crește internalizarea unor proteine solubile, cum ar fi lipoproteinele cu densitate joasă • SHBG poate funcționa ca co-receptori pentru proteinele insolubile, cum ar fi proteinele structurale Funcție: Proteine de legare Morfogeneza proteinelor Wnt Factor Xa de coagulare a sângelui, trombina Componente VIM Fibrină, fibronectină, colageni interstițiali, laminine, vitronectină Factori de creștere (GF) Factorul epidermic, factorul fibroblastic asemănător insulinei, trombocite Factori de remodelare a țesuturilor (remodelare) Activator de plasminogen tisular, inhibitor de activator de plasminogen Proteinaze Cathepsin G, elastaza neutrofilă Proteine de legare a factorului de creștere (GF-BP) GF BP asemănător insulinei, transformarea GF-BP Factori antiangiogenici Angiostatina, endostatină Molecule adezive L-selectină, molecule adezive neuronale (NCAM) Chemokine C-C, CXC Citokine Interleukine- , - , - , - , - , - ; interferon y; factor de necroză tumorală a Energie Apolipoproteine B și E, lipoprotein lipaze, trigliceride lipaze RKS SHBG se leagă de multe proteine extracelulare și controlează o varietate de funcții biologice Sunt prezentate unele dintre proteinele care se leagă de ele Potrivit lui Bernfield, M , et al Annu Rev Biochim Voi CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară Activarea receptorilor Co-receptor de ligand solubil Internalizarea Receptor de ligand solubil Adeziunea celulară Coreceptor al componentelor ECM insolubile SHNG FGF Lipoprotein lipaza L R Receptor FGF activat Eu Semnal Endocitoza filament de actină Semnal SHBG acționează ca receptori pentru factorii de creștere, enzimele și proteinele matricei extracelulare matricea extracelulară sau receptorii implicați în adeziunea celulară Acest lucru ajută la stabilirea unei conexiuni între domeniul extracelular al receptorului și citoscheletul de actină, menținând astfel integritatea structurală a mediului intercelular (datorită legăturii slabe de membrana plasmatică, glipicanii nu îndeplinesc această a treia funcție) Dovezile pentru existența interacțiunilor dintre HSH și liganzii lor au venit în principal din experimente de legare in vitro și folosind coimunoprecipitarea Cu toate acestea, astfel de experimente sunt complicate de faptul că este dificil să izolați orice tip de SHBG în cantități mari, iar modificările lor extinse post-translaționale fac dificilă încercarea de a induce supraexpresia lor în celule Un instrument mult mai puternic pentru investigarea rolului HSS în dezvoltarea și apariția bolilor este analiza genetică Unul dintre cele mai bune subiecte pentru experimente genetice este musca de fructe, Drosophila melano-gaster Studiile JtflSL despre rolul SHBG în dezvoltarea Drosophila au produs muște care conțin mutații fie în proteinele de bază HSH, fie în enzimele de conversie a zahărului necesare pentru sinteza GS Aceste muște au același chefenotip ca și muștele cu mutații în genele factorilor de creștere sau în receptorii acestora, inclusiv pierderea activității enzimelor cheie asociate cu receptorii Exprimarea unor copii suplimentare ale receptorilor factorului de creștere de tip sălbatic salvează șoarecii cu mutații HSC Acest lucru ne permite să presupunem cu încredere că cele două trăsături fenotipice sunt legate între ele Studii similare sunt efectuate pe șoareci Lamina bazală (membrana) este o matrice extracelulară specializată wow logia - Lamina bazală este un strat subțire de matrice extracelulară care este situat pe partea bazală a stratului epitelial și în zona joncțiunilor neuromusculare și constă din cel puțin două straturi diferite Membrana bazala este compusa dintr-o lamina bazala asociata cu o retea de fibre de colagen Membrana bazală funcționează ca o structură de susținere care susține țesutul epitelial, servește ca o barieră de difuzie și ca loc de colectare pentru proteine solubile, cum ar fi factorii de creștere, și ca semnal pentru migrarea neuronilor În diferite țesuturi, componentele laminei bazale diferă unele de altele, dar cele mai multe sunt caracterizate prin prezența a patru componente principale ale matricei extracelulare: straturi de colagen IV și laminină, ținute împreună în natură de proteoglicanii sulfat de heparan și o proteină linker , nidogen Termenul de lamină bazală se referă la stratul subțire (sau lamina) al matricei extracelulare care este direct adiacent și în contact cu multe tipuri de celule Lamina bazală este o formă independentă a matricei extracelulare deoarece conține proteine caracteristice precum colagenul IV, care se găsește numai în lamina bazală și are, de asemenea, o structură stratificată La început acest termen Lamina bazală (membrana) este o matrice extracelulară specializată a fost folosit doar pentru a desemna stratul de matrice extracelulară în contact cu suprafața bazală a celulelor epiteliale (de unde și denumirea bazală), unde lamina bazală a fost observată pentru prima dată cu ajutorul unui microscop electronic Acum că au fost identificate componentele majore ale laminei bazale, folosim termenul și pentru a ne referi la stratul din punctul de contact dintre celulele musculare și nervoase, datorită faptului că acest strat conține multe dintre aceleași proteine ca și cel bazal lamina, situată sub celulele epiteliale De-a lungul anilor, acest strat al matricei extracelulare a fost numit sub diferite denumiri Într-un microscop electronic cu scanare, lamina bazală apare ca un strat clar vizibil care separă două grupuri de celule Într-un microscop electronic cu transmisie, lamina bazală are aspectul a două straturi, fiecare având o lățime de - nm Zona adiacentă membranei plasmatice a celulelor epiteliale pare aproape goală și se numește o lamină transparentă (lamina lucida, din cuvântul latin lucidus, strălucitoare, transparentă) Zona cea mai îndepărtată de membrana plasmatică este colorată intens cu coloranți denși în electroni și se numește lamină densă (lamina densa) (Fig ) În spatele laminei dense se află o rețea de fibre de colagen numită uneori lamina reticulară; sub microscop optic, laminele bazale și reticulare apar ca un singur strat, care este adesea numit membrană bazală (Fig ) Adesea termenii lamină bazală și membrană bazală sunt folosiți pentru a se referi la aceleași structuri OREZ Membrana bazală are aspectul unui strat subțire format din proteine și situat direct sub celulele epiteliale Fotografie prin amabilitatea Dr William Bloom și Dr Don W Faucett Reproducere din A Tetxtbook in Histology, Lamina bazală are patru funcții principale: • Servește ca bază structurală a stratului de celule epiteliale Celulele sunt atașate de fibrele de laminină și colagen ale laminei bazale prin structuri speciale numite hemidesmozomi, care sunt atașate și la o rețea de filamente intermediare (vezi Celulele epiteliale sunt atașate de lamina bazală prin hemidesmozomi) Astfel, lamina bazală leagă rețelele de filamente intermediare ale mai multor celule, ceea ce întărește țesutul Acest lucru este valabil mai ales pentru piele, care este un organ foarte elastic! • Lamina bazală este o barieră permeabilă selectiv între compartimentele epiteliului Proteoglicanii conținuți în acesta captează particule insolubile (celule moarte, bacterii etc ), eliminând astfel infecțiile și promovând activitatea sistemului imunitar • Proteoglicanii laminei bazale leagă, imobilizează și concentrează liganzii solubili (de exemplu, factori de creștere) găsiți în mediul fluid al țesuturilor Acest lucru facilitează disponibilitatea factorilor de creștere pentru celule și, în unele cazuri, facilitează legarea acestora de receptori (vezi Proteoglicanii asigură hidratarea țesuturilor) • Proteinele laminine prezente în lamina bazală servesc drept semnal care direcționează conurile de creștere ale neuronilor în curs de dezvoltare Acesta este unul dintre modalitățile prin care aceste procese ale neuronilor le folosesc pentru a-și găsi celulele țintă Având în vedere o gamă atât de largă de funcții, nu este de mirare că componentele moleculare ale laminei bazale variază în funcție de tipul de țesut și chiar se modifică în timp pentru același țesut Izolarea acestor componente este o sarcină dificilă, deoarece în majoritatea țesuturilor, lamina bazală reprezintă o parte extrem de mică a matricei extracelulare Din fericire pentru cercetători, identificarea la șoareci a condrosarcomului, o tumoare care secretă cantități mari de proteine din "membrana bazală", a permis o analiză detaliată a componentelor laminei bazale Aproximativ de proteine diferite au fost acum identificate în lamina bazală În aproape toate țesuturile, patru componente principale se găsesc în lamina bazală Acestea sunt colagenul de tip IV, laminina, proteoglicanii sulfat de heparan și entactina (cunoscută și sub numele de nidogen) (Pentru mai multe despre colageni, laminine și proteoglicani cu sulfat de heparan, vezi Colagenul oferă suport pentru structura țesuturilor, Lamininele sunt un substrat adeziv pentru celule și Proteoglicanii sulfat de heparan sunt coreceptori de suprafață celulară^ A fost propus un model pentru a explica modul în care aceste componente sunt încorporate în configurația stratificată a laminei bazale CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară Conform acestui model, colagenul de tip IV și laminina polimerizează pentru a forma structuri asemănătoare rețelei ramificate (Figura ) Aceste structuri se așează una peste alta și formează straturi care sunt ținute împreună prin punți formate din proteine cum ar fi sulfatul de heparan-proteoglican perlecan și entactina care se leagă de ambele structuri de rețea Componentele rămase, cum ar fi laminina- și filamentele de colagen de tip VII, care se leagă de proteinele hemodesmozomului, sunt țesute între straturi Cum se leagă aceste proteine suplimentare de componentele principale este necunoscut Adevărat, există dovezi că contactul celular, care este asigurat de receptorii integrinei, este responsabil pentru asamblarea corectă a laminei bazale intacte Odată asamblată, lamina bazală formează o rețea complexă strâns legată de proteine care oferă stabilitatea structurală necesară țesutului epitelial, rămânând în același timp suficient de poroasă pentru a funcționa ca un filtru selectiv pentru fluidele extracelulare Proteazele distrug Componente matrice extracelulara În timpul dezvoltării normale și al vindecării rănilor, celulele trebuie să efectueze în mod regulat procesele de degradare și înlocuire a matricei extracelulare Proteinele matricei extracelulare sunt distruse prin acțiunea proteazelor specifice, care sunt secretate de celule într-o formă inactivă Aceste proteaze sunt activate numai în acele țesuturi unde este nevoie De obicei, activarea are loc din cauza defalcării proteolitice a propeptidei, care face parte din protează Familia metaloproteinazelor matriceale (MMP) aparține celei mai reprezentative clase de proteaze Ele sunt capabile să distrugă toate clasele majore de proteine ale matricei extracelulare MMP-urile se activează reciproc prin scindarea propeptidelor Acest lucru duce la activarea în cascadă a proteazelor și la degradarea rapidă a proteinelor matricei extracelulare ADAM-urile sunt o altă clasă de proteaze care degradează matricea extracelulară Aceste proteaze se leagă, de asemenea, la receptorii de integrină ai matricei extracelulare, contribuind astfel la reglarea ansamblării și distrugerea acesteia Pentru a se proteja de degradarea nedorită, celulele secretă inhibitori de protează Mutațiile genei metaloproteinazei- ale matricei la om provoacă numeroase anomalii ale scheletului Aceasta indică importanța proceselor de rearanjare a matricei extracelulare în procesul de dezvoltare Până acum, am discutat rolul componentelor matricei extracelulare în reglarea funcției celulare în organismele multicelulare Cu toate acestea, organismul produce și proteaze care distrug extracelular matrice De ce ar elimina un organism componentele care îl mențin întreg? Cel mai simplu răspuns la această întrebare este că, ca și celulele în sine, matricea extracelulară trebuie să fie plastică, adică capabilă să răspundă la schimbările din mediu De exemplu, matricea extracelulară care înconjoară un neuron în curs de dezvoltare poate să nu fie de același tip care este necesar pentru a menține neuronul în viață după ce diferențierea este completă și trebuie înlocuită pe măsură ce celula se maturizează Sau matricea extracelulară, care se formează în embriogeneza timpurie în locurile membranelor dintre degete de la mâini și de la picioare, nu este necesară în etapele ulterioare Prin urmare, membranele, inclusiv matricea, sunt îndepărtate În același timp, ca urmare a diferitelor leziuni și infecții, țesuturile sunt deteriorate, iar în procesul de vindecare a rănilor, zonele deteriorate ale țesutului se degradează și în schimb se formează altele noi În plus, peptidele mici formate prin acțiunea proteazelor asupra proteinelor matricei extracelulare promovează migrarea celulară și astfel stimulează vindecarea rănilor Aceste peptide stimulează, de asemenea, migrarea celulelor tumorale În fine, degradarea matricei extracelulare eliberează uneori și alte componente utile, precum factori de creștere și hormoni, care sunt "prinse" în rețeaua formată de proteinele matricei extracelulare Pe fig prezintă posibile substraturi de acţiune ale proteazelor situate în spaţiul extracelular După cum este de așteptat, celulele produc aproximativ la fel de multe proteaze câte proteine extracelulare trebuie degradate Multe tipuri diferite de celule secretă zeci de proteaze în spațiul extracelular, iar cele mai multe dintre ele circulă în sânge Desigur, există un potențial pericol ca acestea să se lege de țesuturile normale sănătoase și să le distrugă Prin urmare, multe dintre proteaze părăsesc celulele într-o formă inactivă și sunt activate numai în acele țesuturi în care este nevoie Astfel, legarea lor accidentală de țesuturile sănătoase nu creează probleme organismului Proteaza poate fi comparată cu un cuțit de buzunar, a cărui lamă este de obicei îndepărtată și numai dacă este necesar, cuțitul este deschis, expunând lama și este folosit până când devine tocit sau până când se întâlnește un obiect care nu se pretează cuțitul (în cazul proteazei, aceasta poate fi o moleculă inhibitoare a enzimei) Sunt cunoscute două familii de proteaze ale matricei extracelulare: metaloproteinaze ale matricei (MMP) și ADAM (dezintegrină și metaloproteinază) Deși membrii ambelor familii degradează proteinele matricei extracelulare, proteazele ADAM sunt, de asemenea, implicate în adeziunea celulară dependentă de integrină Cel puțin de MMP au fost identificate la oameni și sunt clasificate în șase grupuri pe baza specificității structurii și substratului (FIG ) Toate MMP-urile au câteva proprietăți comune (FIG ): Proteazele distrug componente ale matricei extracelulare RIG Există mai multe ținte potențiale pentru proteazele extracelulare în ECM Uneori, în timpul degradării proteinelor ECM, se formează fragmente cu activitate funcțională • Prezența unei peptide semnal care direcționează proteazele din celulele în care s-au format • Prezența unui situs de legare a ionilor de zinc foarte conservat în domeniul catalitic • Existența unei propeptide N-terminale care acționează ca un "mâner" în analogia noastră cu cuțitul de buzunar: această parte a moleculei se pliază pentru a forma o legătură covalentă cu ionul de zinc la locul catalitic Aceasta inhibă activitatea proteazei Când proteaza este activată, această propeptidă este scindată cu ajutorul furinei sau a unei enzime cu proprietăți similare • Prezenţa unui domeniu hemopexină care determină specificitatea de substrat a proteazei • Prezenţa unui domeniu "balama", cu un conţinut ridicat de prolină, care leagă domeniul catalitic cu hemopexina MMP-urile de membrană conțin, de asemenea, un domeniu transmembranar la capătul carboxil terminal care ancorează proteina de membrana plasmatică Membrii familiei MMP pot degrada oricare dintre glicoproteinele matricei extracelulare discutate în acest capitol, precum și unii proteoglicani În multe cazuri, funcția MMP staționați în grupuri Deosebit de caracteristică este capacitatea lor de a scinda propeptidele din alte MMP, activându-le astfel De exemplu, MMP- poate activa MMP- , care la rândul său activează MMP- Acest lucru asigură degradarea rapidă a multor substraturi De exemplu, acțiunea combinată a MMP- , - și - degradează mai mult de zece proteine diferite ale matricei extracelulare De obicei, cascada de proteoliză începe cu captarea unei proteaze activate la un loc de degradare De exemplu, într-un cheag de sânge, plasmina protează este activată și, pentru a începe procesul de reformare a țesuturilor în timpul vindecării rănilor, această protează activează mai multe MMP-uri situate în apropiere Familia ADAM conține aproximativ de proteaze care sunt prezente în multe organisme, iar dintre ele au un situs catalitic conservat de legare a zincului Proteazele care conțin acest site includ MMP-uri și multe alte proteaze Proteazele ADAM conțin, de asemenea, o propeptidă (sau prodomeniu) care funcționează ca MMP-urile, adică este un inhibitor al situsului catalitic Aceste proteaze pot degrada o varietate de proteine extracelulare, inclusiv proteine din matricea extracelulară ei CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară Enzime Exemple de substraturi COLAGENAZĂ Colagenază-l (MMP- ) Colagenază- (MMP- ) Colagenază- (MMP- ) • Colagen I, II, III, VII, VIII, X • Colagen I, II, III • Agrecan, colagen I , II, III, IV, IX, X, XIV; fibronectină, gelatină, laminină GELATINAZE Gelatinaza A ( kDa) (MMP- ) Gelatinaza B ( kDa) (MMP- ) • Colagen I, IV, V, VII, X; gelatină, fibronectină • Colagen IV, V, VII, XI, XIV; elastina, gelatina MEMBRANĂ MMP MT -MMP (MMP- ) • Agrecan, colagen I, II, III; gelatină, entactină, fibrină, laminină, perlecan, vitronectină TIP MT -MMP (MMP- ) MTZ-MMP (MMP- ) MT -MMP (MMP- ) MT -MMP (MMP- ) MT -MMP (MMP- ) • Agrecan, entactină, fibronectină, laminină, perlecan • Cartilaj, colagen III, fibronectină, gelatină, laminină • gelatină • necunoscut • necunoscut STROMELIZINE Stromelysin- (MMP- ) Stromelysin- (MMP- ) • Agrecan, colagen IV, V, IX, X; elastina, entactină, fibronectină, gelatină, laminină • (la fel ca MMPZ) STROM EL EASI N-Stromelizin- (MMP- ) • Serpins MMP similare Matrilizina (MMP- ) Metaloelastaza (MMP- ) • Colagen IV, elastina, entactină, fibronectină, laminină • Colagen IV, elastina, gelatină, fibronectină, laminină, vitronectină ALTE MMP- Enamelysin (MMP- ) MMP- MMP- • Gelatina • Amelogenină • Substraturi MMP sintetice • Gelatină, substraturi MMP sintetice OREZ Șase clase de metaloproteinaze ale matricei umane Potrivit lui Ravanti, L , și Kahari, VM Metaloproteinazele matriceale în repararea rănilor Int J Molec Med : Domeniul MMP Semnal: peptidă Propeptidă: Qsite pentru clivaj furin f catalitic: domeniu Legarea RSite ionii de zinc • - Zona "balamale": Funcţie Dirija proteazele pe drumul spre secreţie Menține proteazele într-o stare inactivă Scindarea sub acțiunea furinei duce la activarea proteazelor Oferă activitate protează Linker Controlează specificitatea de substrat a proteazelor Domeniul hemopexină Domeniul transmembranar - : Structurile tuturor celor șase clase de metaloproteinaze matriceale sunt caracterizate prin prezența situsurilor funcționale comune Este prezentată o formă "medie" a MMP, ilustrând pozițiile relative ale acestor situri Unor MMP le lipsește unul sau mai multe situsuri, dar toate au o propeptidă și un domeniu catalitic conțin, de asemenea, un domeniu găsit pe proteine numite dezintegrine, care se leagă de receptorul principal al integrinei de pe trombocite și inhibă agregarea trombocitelor în momentul formării cheagurilor de sânge Domeniul dezintegrină din ADAM funcționează probabil ca un substrat de integrină, oferind astfel aderența celulară reciprocă Astfel, deși funcțiile ADAM sunt diverse, ele servesc ca regulatori ai integrității structurii matricei extracelulare Activitatea MMP și ADAM este blocată de proteinele solubile numite inhibitori tisulare ai metaloproteazelor (TIMP) Celulele secretă TIMP pentru a se proteja (și matricea înconjurătoare) de degradarea de către proteazele activate Uneori, celulele secretă proteine din matricea extracelulară, proteaze care le degradează și inhibitorii lor În acest caz, se stabilește o stare de echilibru între procesele de asamblare a matricei și degradarea acesteia, care este foarte sensibilă la modificările activității acestor factori (Fig o) Când sistemul devine dezechilibrat, ca și în cazul creșterii tumorii, are loc o degradare rapidă a țesuturilor, ceea ce contribuie la eliberarea celulelor tumorale în fluxul sanguin Prin urmare, TIMP-urile sunt investigate intens ca potențiali agenți antitumorali Proteazele distrug componente ale matricei extracelulare Proteaze CELULA Inhibitori de protează STARE DE ECHILIBRĂ Proteoliza j Inhibarea proteazei PROTEINE ALE MATRICEI EXTRACELULARE BKM OREZ Celulele secretă proteaze pentru a scinda proteinele matricei extracelulare Ele secretă, de asemenea, inhibitori de protează Acest lucru face posibilă controlul proceselor de degradare și restructurare a extracelular matrice Deoarece celulele folosesc receptori de integrine pentru a se lega de majoritatea proteinelor matricei extracelulare, degradarea acestor proteine poate afecta semnificativ funcțiile legate de integrine, cum ar fi aderența, migrarea și semnalizarea (vezi - Majoritatea integrinelor sunt receptori pentru proteinele matricei extracelulare) În unele cazuri, distrugerea moleculelor matricei extracelulare duce la eliberarea de depunerea de fragmente funcțional active de proteoliză, care sunt mascate în molecule intacte De exemplu, conform unuia dintre modelele moderne (g nC і z z i), aderența la colagenul fibrilar, care este realizată de integrina a ₽і, induce expresia MMP- într-un număr de celule Această protează atacă colagenul prin demascarea unor noi locuri de legare, cum ar fi secvența Arg-Gly-Asp (RGD), care se leagă de un alt integrino- , L Model de degradare a colagenului, ceea ce sugerează că celula se leagă inițial de colagen prin intermediul receptorilor integrinei a Pi Sub acțiunea MMP- , structura colagenului se modifică și se deschid site-urile de legare pentru integrina ap Aderența prin avir induce expresia MMP- și degradarea ulterioară a colagenului CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară receptor, av| La rândul său, legarea la av| stimulează calea de semnalizare care include MAP kinaze, ceea ce duce la o creștere a expresiei MMP- MMP- rezultat este activat prin acțiunea MMP- și completează degradarea fibrelor de colagen Acest lucru nu numai că elimină colagenul ca substrat pentru adeziunea celulară, dar eliberează și fragmentele sale care pot stimula migrarea celulelor din zona de degradare Un exemplu ilustrativ care ilustrează importanța MMP-urilor este existența unui grup de boli ereditare care sunt grupate în grupa "boli ale pierderii osoase" Aceste boli sunt cunoscute sub numele de sindromul Winchester, sindromul Torg, sindromul de osteoliză nodular-artropatică și sindromul Al-Akil Sevairi Pacienții prezintă numeroase tulburări ale scheletului asociate cu pierderea osoasă, inclusiv resorbția oaselor încheieturii mâinii și gleznei, semne marcate de artrită, osteoporoză severă și anomalii structurale marcate ale oaselor faciale Motivul dezvoltării acestor boli este asociat cu moștenirea formelor mutante ale genei MMP- într-o manieră autozomal recesivă, ceea ce duce la formarea formelor inactive ale acestei proteinaze Majoritatea integrinelor sunt receptori pentru proteinele matricei extracelulare Aproape toate celulele animale exprimă integrine, care sunt cel mai comun grup de receptori proteici din matricea extracelulară Unele integrine sunt asociate cu alte proteine transmembranare Integrinele sunt compuse din două subunități separate, cunoscute sub denumirea de lanțuri a și p Regiunile extracelulare ale ambelor lanțuri sunt asociate cu proteinele matricei extracelulare, iar regiunile citoplasmatice sunt asociate cu proteinele citoscheletice și proteinele de semnalizare La vertebrate, există multe subunități a- și p-integrine care se leagă între ele, formând cel puțin de receptori ap diferiți cu o structură heterodimerică Majoritatea celulelor exprimă mai mult de un tip de receptor de integrină, iar tipul de receptor exprimat se poate schimba în timp sau ca răspuns la condițiile de mediu în schimbare Receptorii de integrină se leagă de secvențe specifice de aminoacizi prezente pe diferite proteine de matrice Toate secvențele cunoscute conțin cel puțin un rest de aminoacid acid Celulele se leagă de proteinele matricei extracelulare prin receptori specifici Cel mai un grup cunoscut de astfel de receptori include proteine din familia integrinei Integrinele se leagă de proteinele matricei extracelulare și uneori de proteinele membranare care sunt exprimate pe suprafața altor celule Receptorii de integrină sunt exprimați în aproape toate celulele animale Integrinele sunt principalele proteine de suprafață celulară care sunt responsabile pentru menținerea țesuturilor împreună (vezi - Integrinele și alte componente ale matricei extracelulare joacă un rol cheie în procesele de dezvoltare) Integrinele ancorează matricea extracelulară la proteinele de semnalizare intracelulară și la citoschelet (vezi - Receptorii de integrină sunt implicați în semnalizarea celulară) Pentru a înțelege cum funcționează integrinele, trebuie să le cunoaștem structura Receptorii de integrină sunt alcătuiți din două polipeptide diferite numite subunități a și | Ei trec prin membrană o dată și sunt legați necovalent unul de celălalt, formând un receptor heterodimeric Pe baza rezultatelor experimentale, inclusiv a datelor analizei de difracție cu raze X a formelor cristaline ale receptorului, a fost construit un model complet al structurii integrinei ( ) Fiecare subunitate ca conţine mai multe domenii implicate în funcţionarea receptorului intact Pentru lanțul a, aceste domenii includ o structură numită elice situată la porțiunea N-terminală a subunității situată pe partea extracelulară Elicea conține șapte repetări, fiecare constând din de aminoacizi, care îi formează "lamele", precum și trei sau patru secvențe, numite brațe EF, care leagă cationi divalenți precum Ca + Unele subunități a conțin un domeniu suplimentar numit domeniu I sau domeniu A Acest domeniu interacționează cu site-ul de adeziune Mg +/Mn + dependent de ioni (MIDAS) situat pe subunitatea | Mai aproape de membrana plasmatică, subunitatea a conține trei domenii care formează împreună structura "piciorului", numite coapsă, gambe și gambe domeniul I/A globular în contact cu domeniul | -elice din lanțul a Mai aproape de membrană, lanțul | conține trei repetări ale domeniului, care seamănă cu structura factorului de creștere epidermică (domeniul EGF), urmată de coada domeniului | În cele din urmă, ambele lanțuri, a și | , conțin un domeniu transmembranar și un domeniu citoplasmatic scurt la regiunea C-terminală În prezent, α- și | -subunități de integrine sunt cunoscute la vertebrate (Majoritatea sunt numerotate, deși unele sunt cu litere, în funcție de modul în care au fost identificate ) Aceste de subunități interacționează pentru a forma cel puțin de combinații diferite Majoritatea integrinelor sunt receptori pentru proteinele matricei extracelulare p-elice domeniul pi/A domeniul PSI domenii asemănătoare EGF Cu domeniul cxI/A domeniul hibrid -domeniu p-terminal ț- Domenii transmembranare Receptorii de integrină sunt heterodimeri Unele lanțuri a conțin un domeniu aI/A care este asociat cu o regiune a elicei din regiunea extracelulară a receptorului (inserție) Majoritatea receptorilor de integrină nu au domeniul ai Este prezentată structura cristalină îndreptată a domeniilor extracelulare ale integrinei аѵ₽ Fotografie reprodusă cu permisiunea lui Xiong, J P , et al Ştiinţă : - (r) AAAS Regiunile citoplasmatice CELULA Liganzi de grup Localizare/funcție " Colageni, laminină -i " Colageni, laminină a Fibronectine, laminină, trombospondină Fibronectină, molecule adezive- Matrice extracelulară " celule ale peretelui vascular Colagen, fibronectină, Adeziune intercelulară ₽i " fibrinogen Matrice extracelulară Laminină Coagularea sângelui " Laminin " Citotactină/tenascină-C, fibronectină " Citotactin/tenascin-C matrice extracelulara " Colagen "Du Colagen "Și "D Molecules- aderență intercelulară, adeziv molecula- a celulelor peretelui vascular Adeziunea intercelulară "L Molecule - aderență intercelulară ₽ "M SZH Protecția proprietarului Fibrinogen, factor X, coagulare a sângelui molecula de adeziune intercelulară- Adeziune intercelulară "X Fibrinogen, coagularea sângelui Protecție gazdă C H "II Colageni - ap Colageni, fibronectină, trombospondină, vitronectină, fibrinogen, matrice extracelulară factorul von Willebrand, coagularea sângelui plasminogen, protrombina Rz "V Colagen fibronectină, laminină, osteopontină, trombospondină, matrice extracelulară vitronectină, dezintegrină, fibrinogen, protrombină, factor von Willebrand, = coagularea sângelui metaloproteinaza matricei- Proteaza În funcție de tipul de subunități p, integrinele sunt împărțite în subgrupe CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară off-receptori În același timp, se formează variante ale unor subunități datorită îmbinării alternative, care oferă variații suplimentare în compoziția lor Majoritatea celulelor exprimă mai mult de un tip de receptor de integrină și, ca răspuns la stimuli specifici, tipul de receptori exprimați se poate schimba în timpul dezvoltării De ce are nevoie celula de atâtea integrine? Knockout-ul genetic al unor subunități integrinei duce la moartea organismelor în curs de dezvoltare În același timp, knockout-ul genelor altor integrine se manifestă slab Acest lucru sugerează că unii dintre acești receptori pot compensa reciproc funcțiile Această capacitate a integrinelor de a compensa reciproc funcțiile se numește redundanță funcțională (Pentru mai multe despre aceasta, a se vedea - - Integrinele și alte componente ale matricei extracelulare joacă un rol cheie în procesele de dezvoltare) În funcție de natura subunităților p, integrinele sunt împărțite în trei subfamilii ( ) Integrinele Pi se leagă în principal la proteinele matricei extracelulare și reprezintă cel mai comun grup Integrinele Ș sunt exprimate numai în leucocite, iar unele dintre ele se leagă de proteinele de suprafață ale altor celule Unele dintre integrinele R sunt exprimate în trombocite și în megacariocite (progenitorii trombocitelor) și joacă un rol critic în aderența trombocitelor și coagularea sângelui Integrinele P rămase sunt, de asemenea, exprimate în celule endoteliale, fibroblaste și unele celule tumorale Receptorii, inclusiv subunitățile P ~P , nu sunt numeroși și au o structură extrem de diversă Prin urmare, nu aparțin nici uneia dintre subfamiliile enumerate Cum susțin integrinele aderența celulară? Receptorul integrinei se leagă direct de proteina matricei extracelulare prin intermediul domeniilor extracelulare ale lanțurilor sale a și p Pentru majoritatea receptorilor de integrină, se crede că domeniul extracelular al lanțului a determină specificitatea ligandului Cu excepția receptorului de fibronectină a p ? toate integrinele se pot lega la mai mult de un ligand Fiecare proteină din matricea extracelulară se poate lega, de asemenea, la mai mult de o integrină Deși structura situsului de legare a integrinei nu poate fi prezisă din secvența de aminoacizi a ligandului, toate situsurile de legare cunoscute pentru proteinele din matricea extracelulară sunt caracterizate prin prezența unui aminoacid acid (de exemplu, acid aspartic) Liganzii cum ar fi colagenul, vitronectina și fibronectina conțin secvența arginină-glicină-acid aspartic (RGD) (de exemplu, vezi - Celulele sunt atașate la matricele de colagen prin fibronectine) După cum vom vedea în secțiunea următoare, funcția adezivă a integrinelor implică și regiunile lor citoplasmatice, care leagă proteinele citoscheletice și de semnalizare Receptorii de integrină sunt implicați în procesele de semnalizare celulară Integrinele sunt receptori de semnalizare care controlează atât legarea celulelor la proteinele matricei extracelulare, cât și procesele intracelulare care însoțesc adeziunea celulară Integrinele în sine nu prezintă activitate enzimatică În schimb, ele interacționează cu proteinele adaptoare care le leagă de proteinele de semnalizare Forța de legare a integrinelor la proteinele matricei extracelulare este reglată prin două procese, modularea afinității (adică modificarea puterii de legare a receptorilor individuali) și modularea legării (adică modificarea gradului de legare) gruparea receptorilor) ) Centrale pentru ambele procese de reglare sunt modificările conformației receptorului integrinei, care apar fie din cauza modificărilor regiunii citoplasmatice a subunităților sale, fie din cauza modificărilor concentrației extracelulare a cationilor Atunci când un semnal este transmis conform schemei din interior spre exterior (din interior spre exterior), apar modificări în conformația receptorului datorită semnalelor intracelulare care apar oriunde în celulă (de exemplu, pe alt receptor) Când un semnal este transmis conform schemei din exterior în interior (din exterior spre interior), semnalele apar la receptor (de exemplu, când se leagă un ligand) și se răspândesc în alte părți ale celulei În funcție de tipul de integrine și de proteinele matricei extracelulare, natura proteinelor citoplasmatice asociate cu clusterele de integrine variază foarte mult În conformitate cu aceasta, variază și răspunsul celulei la semnalul de la integrină, care este transmis conform schemei exterior-in Multe procese de transmitere a semnalului de la integrină se suprapun cu procesele de transmitere a semnalului de la factorul de creștere receptor Ca răspuns la semnalele externe, legarea receptorilor integrinei la proteinele matricei extracelulare se poate modifica De ce ar putea fi necesar acest lucru? Luați în considerare, de exemplu, o trombocită care circulă în sânge Funcția sa principală este de a forma un cheag de sânge, care ajută la repararea deteriorarii pereților vaselor de sânge Pentru a face acest lucru, trombocitele se leagă de proteinele matricei extracelulare și de proteinele de coagulare a sângelui Trombocitele nu trebuie să inițieze formarea cheagurilor într-o zonă intactă a peretelui vasului Aderența trombocitelor (și a altor celule) la proteinele extracelulare este controlată de receptorii integrinei Un alt exemplu: celulele imobile sunt ferm atașate de proteinele matricei extracelulare, iar atunci când celulele devin mobile, legătura lor cu aceste proteine este slăbită Puterea legării integrinei la proteine este controlată de două mecanisme complementare ( ≥ ): • Modularea afinității, în care o modificare a conformației receptorului are ca rezultat o modificare a afinității acestuia pentru ligand Receptorii de integrină sunt implicați în procesele de semnalizare celulară MODULARE DE LEGARE INTEGRINE Mai slab Mai puternic Forța de aderență depinde de numărul de receptori MODULAREA AFINITATII Mai slab Mai puternic Forța de aderență depinde de conformația receptorului Modulația de legare descrie modificări ale densității receptorilor de pe suprafața celulei, în timp ce modularea afinității se referă la modificări ale forței de legare a proteinei a unui receptor individual • Modularea legării, care modifică numărul de contacte formate între integrine și proteinele matricei extracelulare Ambele mecanisme pot fi controlate prin procese de transducție a semnalului intracelular, iar modificările conformaționale ale integrinei sunt un factor major în ambele tipuri de modulație Pe baza datelor analizei de difracție de raze X a cristalelor receptorului de integrină, a fost propus un model de activare a integrinei ( ) în non- în stare activă, partea extracelulară a ambelor lanțuri este îndoită spre membrana plasmatică, iar receptorul nu leagă ligandul Domeniile femural și hibrid acționează ca balamale pentru subunitățile α și, respectiv, β Activarea receptorului integrinei necesită ca această porțiune extracelulară a receptorului să se îndrepte; se crede că, cu cât receptorul este mai îndreptat, cu atât este mai mare afinitatea acestuia pentru ligand În procesul de îndreptare a receptorului, acesta se leagă de ligand receptor Modificările conformaționale ulterioare ale receptorului sunt controlate fie de concentrația locală de cationi divalenți care se leagă de (regiunea cu elice și MIDAS a receptorului, fie de procesele de transducție a semnalului Unul dintre cele mai importante avantaje ale acestui model este că demonstrează cum integrinele sunt furnizate diferite forme și astfel apar stări diferite de legare Acest model ajută la explicarea modului în care celulele reglează fin legarea la proteinele matricei extracelulare Concentrația de cationi divalenți în lichidul extracelular se poate modifica în procesul de menținere a echilibrului de sare în organism Deoarece integrinele se leagă de ionii de Ca + și Mg +, aceasta duce la o modificare a conformației acestora și, prin urmare, afectează legarea de proteinele extracelulare (vezi - Majoritatea integrinelor sunt receptori pentru proteinele matricei extracelulare) De regulă, în condiții in vitro, îndepărtarea cationilor face ca receptorii să se îndoaie și să-și piardă proprietățile adezive, în timp ce adăugarea de cationi îi îndreaptă și restabilește proprietățile adezive INACTIV ligand Integrină a t L CELULA POSIBILE CONFORMATII INTERMEDIARE ACTIV ? (IR GU V receptor legat de ligand Acest model de activare a integrinei sugerează că, în starea inactivă, porțiunea extracelulară a receptorului este îndoită spre membrana plasmatică Pe măsură ce receptorul integrinei se îndreaptă, acesta leagă ligandul și devine activ Receptorul complet extins are cea mai mare afinitate pentru ligand CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară Transmiterea semnalului din interior spre exterior Semnalele care se propagă în citoplasmă (de exemplu, de la factorii de creștere) sunt transmise în partea citoplasmatică a receptorilor integrinei Aceste semnale modulează legarea sau afinitatea integrinelor de pe suprafața celulei Astfel, se vorbește despre transmiterea semnalului conform schemei din interior spre exterior, adică din citoplasmă către spațiul extracelular CELULA Afinități "✓ MODULARE Cationi divalenți Conformația integrinei Jos sus afinitate : afinitate Modificări ale funcției integrinei apar și ca răspuns la semnalele de la alți receptori, cum ar fi receptorii factorului de creștere O astfel de transmisie este denumită transmisie de semnal în conformitate cu schema "din interior spre exterior" și este prezentată în Semnal de distribuție Se deplasează de-a lungul citoplasmei și se termină în regiunile extracelulare ale subunităților integrinei Modificările biochimice care stau la baza acestui mod de transducție a semnalului la integrine nu au fost investigate Ca urmare a activării descrise, îndreptarea regiunilor extracelulare ale receptorilor integrinei în timpul conduce la modificări corespunzătoare ale formei regiunilor lor citoplasmatice Aceste modificări sunt o parte importantă a procesului de transducție a semnalului, deoarece afectează interacțiunea integrinelor cu proteinele citosolice Au fost propuse două modele pentru a explica modul în care regiunile citoplasmatice ale receptorilor de integrină își schimbă conformația ca răspuns la modificările condițiilor externe sau în timpul transmisiei semnalului conform schemei ip-side-out (!vr,r ?/) Un model bazat pe structura cristalină a preparatelor de integrină purificate sugerează că activarea are ca rezultat INACTIV ACTIV INACTIV ACTIV ligand Integrină Proteine de legare ₽ Încălcarea interacțiunii regiunilor citoplasmatice ale integrinei Îndreptarea regiunilor citoplasmatice ale integrinei a CELULA □ Două modele care descriu modul în care integrinele sunt activate prin legarea la un ligand extracelular și site-uri de legare deschise pentru proteinele citosolice Semnalul de activare în sine poate fi de origine intra- sau extracelulară Receptorii de integrină sunt implicați în procesele de semnalizare celulară la divergența regiunilor lor citoplasmatice, care, prin urmare, se comportă ca o foarfecă Aceasta asigură legarea moleculelor de semnalizare intracelulară În starea inactivă, integrina este într-o conformație închisă, iar moleculele de semnalizare nu se leagă Un alt model este construit pe baza datelor de rezonanță magnetică nucleară și este prezentat în fig Acesta sugerează că atunci când receptorul este inactiv, porțiunea citoplasmatică a subunității integrinei a formează o buclă, similară cu porțiunea extracelulară a receptorului, iar la activare, această buclă se derulează Ca rezultat, are loc legarea proteinelor de semnalizare După cum se arată în fig , cu modificarea legării, după activare, gradul de grupare a receptorilor de integrină pe suprafața celulei crește Integrinele separate, situate în cantități mari pe suprafața celulei, formează legături relativ slabe cu liganzii lor Cu toate acestea, dacă același număr de integrine formează grupuri în planul membranei, atunci densitatea legăturilor rezultate va oferi o rezistență mai mare a țesutului la întindere Astfel, în cazul unei distribuții difuze a receptorilor, se asigură un grad mai mic de aderență decât în formarea clusterelor acestora, chiar și atunci când numărul și afinitatea receptorilor nu se modifică Când receptorii integrinei formează grupuri pe suprafața celulei, regiunile citoplasmatice ale subunităților lor a- și p servesc ca locuri de andocare pentru asamblarea diferitelor proteine care pot îndeplini două funcții În primul rând, prin integrine, ele formează o legătură între mediul extern al celulei și componente ale citoscheletului său ( ) La fel în acest mod, forțele de tracțiune sunt transmise prin celulă și către matricea extracelulară din jur În hemidesmozom, integrina a p se leagă de o rețea de filamente intermediare (vezi Celulele epiteliale sunt atașate de lamina bazală prin hemidesmozomi) În contrast, proteinele care se adună în jurul integrinelor p și p le leagă de citoscheletul de actină, ceea ce permite celulelor să își schimbe forma și să îndeplinească funcții precum migrarea și diviziunea (vezi Actina) La fiecare loc de activare și grupare a integrinelor în cultura celulară, un grup de proteine intracelulare se leagă de ele În acest caz, se formează aderențe focale, care sunt plăci care sunt clar vizibile pe suprafața celulei Prin intermediul acestora se realizează contactul sau legarea cu substratul Grupurile de receptori de integrină care se formează la scurt timp după ce celulele intră în contact cu matricea extracelulară sunt numite complexe focale Pe măsură ce aceste complexe mobilizează proteine citoplasmatice suplimentare într-un grup, ele se maturizează pentru a forma contacte focale sau aderențe focale În al doilea rând, în timpul asamblarii proteinelor semnal, aceste proteine îndeplinesc o funcție de suport Prin ei înșiși, receptorii integrinei nu aparțin proteinelor de semnalizare Mai degrabă, ele oferă cadrul structural pentru asamblarea tridimensională a proteinelor care traduc modificările legării integrinei în semnale chimice care se propagă rapid prin celulă Procesul intern Hemidesmozomii și adeziunile focale sunt complexe distincte structural și funcțional de proteine asociate integrinei CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară Adeziunile focale se formează în jurul clusterelor de integrine de pe suprafața celulei și acționează ca legături structurale între matricea extracelulară și citoscheletul de actină Adeziunile focale conțin și numeroase proteine de semnalizare Semnalizarea recelulară care este declanșată de legarea integrinei și gruparea se numește semnalizare exterior-in Modelele care iau în considerare modificările conformaționale ale integrinei prezentate în Fig poate fi aplicat și circuitului de semnal extern Deoarece proteinele semnal nu formează asociați stabili între ele, identificarea lor este o sarcină dificilă O metodă care a fost folosită pentru a identifica proteinele care interacționează cu situsurile citoplasmatice ale integrinelor este sistemul cu doi hibride a drojdiei (vezi ( Apoi, folosind alte metode, a confirmat prezența și a evaluat funcțiile acestor proteine în complexele de semnalizare Cel puțin de proteine citoplasmatice diferite au fost identificate care sunt complexe cu clustere de integrine Compoziția exactă a fiecărui cluster variază în funcție de tipul de integrine din cluster, de tipul de matrice extracelulară asociată cu integrinele, de forța de întindere aplicată clusterului, de poziția acestuia în celulă și de tipul de celule în care se află format Prin urmare, este imposibil de descris cum ar trebui să arate un complex de semnalizare a integrinei "tipic" Exemplele includ aderențe focale, care sunt structuri relativ stabile care susțin aderența celulară la matricea extracelulară și complexe de semnalizare care sunt activate după contactul cu matricea extracelulară matrice În aceste cazuri, complexele de semnalizare conțin proteine structurale care formează legături cu actina citoscheletică și proteinele de semnalizare, inclusiv diferite proteine și lipide kinaze, împreună cu proteine reglatoare care le controlează funcțiile ( ) Unele dintre proteinele structurale includ talină, a-actinină și vinculină, care se leagă de filamentele de actină Nu toate proteinele complexului se leagă direct de integrină Prezența interacțiunilor între proteine a fost confirmată prin cromatografie de afinitate folosind preparate purificate de integrine și proteine citosolice și examinând legarea dintre fragmentele acestora Multe proteine de semnalizare asociate cu clustere de integrine și prezentate în găsite și în complexele de semnalizare care se formează în jurul receptorilor factorului de creștere Într-adevăr, multe căi de semnalizare a integrinei se suprapun cu semnalizarea receptorului factorului de creștere, iar unii dintre acești receptori sunt recrutați în grupuri de integrine, așa că este adesea dificil de evaluat contribuția fiecăruia dintre cele două tipuri de receptori De exemplu, kinaza complexă a proteinei de adeziune focală (FAK), care se găsește în grupurile de integrine, organizează mai multe căi de transducție a semnalului și joacă un rol major în controlul creșterii și migrării celulelor Ca urmare a suprapunerii căilor de semnalizare, legarea integrinei la moleculele matricei extracelulare contribuie la controlul creșterii celulare și blochează moartea programată a acestora Receptorii de integrină sunt implicați în procesele de semnalizare celulară CALEA SEMNALULUI VIA Shc CALEA SEMNALULUI PRIN FAK Crk Fyn sau src SEMNAL Grb SOS RAS 'VKM un P SEMNAL caveoline Paxilin Fyn shc Grb SOS RAS MAP kinaza Regiunile citoplasmatice ale receptorilor integrinei se leagă de multe proteine de semnalizare și adaptoare Sunt prezentate două modele ale structurii complexelor de semnalizare Conform unui model, principala proteină de semnalizare este FAK, care se leagă de integrină direct sau prin proteinele talin și paxilin În al doilea model, principala proteină de semnalizare este Shc, care este asociată cu integrina printr-o proteină adaptoare, caveolina Ambele complexe de semnalizare controlează procesele care implică MAP kinaza MAP kinaza Integrinele și alte componente ale matricei extracelulare joacă un rol cheie în procesele de dezvoltare Puncte cheie • Experimentele de recombinare omologă au fost efectuate la șoareci pentru a studia consecințele knockout-ului genelor care codifică mai mult de de proteine diferite ale matricei extracelulare și de gene de integrină Eliminarea unor gene a dus la consecințe letale, în timp ce inactivarea altora a afectat doar puțin fenotipul • Inactivarea țintită a genei pi-integrină a arătat că aceasta joacă un rol critic în structura pielii și în dezvoltarea globulelor roșii Multe informații despre proteinele de adeziune celulară și liganzii lor extracelulari au fost obținute în experimente in vitro, folosind culturi celulare, proteine izolate și în condiții care sunt foarte diferite de starea fiziologică normală a organismului Cu această abordare simplistă, proteina are adesea funcții care nu apar în sisteme mai complexe Deci, scopul final este să ne dăm seama cum funcționează aceste proteine într-un corp normal și sănătos Pentru a înțelege funcțiile matricei extracelulare și ale contactelor intercelulare într-un corp sănătos, au fost utilizate două abordări generale Unul dintre Ele constau în utilizarea unor astfel de organisme model (de exemplu, muștele de fructe și viermii) al căror ciclu de viață este bine cunoscut și care sunt convenabile pentru experimente genetice Când aceste organisme sunt tratate cu mutageni, în celulele lor se formează diferite mutații Folosind organisme cu un fenotip mutant (adică organisme cu tulburări de dezvoltare), gena (sau genele) mutante a fost identificată O altă abordare, mai directă, este obținerea unei mutații selective în gena care ne interesează sau dezactivarea completă a funcției acesteia (knockout al genei) Pe măsură ce un organism mutant se dezvoltă, acesta este cercetat Cea mai comună metodă de a scăpa de o genă este recombinarea omoloagă efectuată pe celule stem embrionare (I) Această metodă a fost utilizat pentru din cele de gene cunoscute ale integrinei de șoarece Se arată legătura dintre diverse mutații la integrine și modificări fenotipice În mod similar, au fost efectuate experimente pe șoareci cu gene knockouts pentru mai mult de de proteine diferite ale matricei extracelulare, inclusiv glicoproteine și proteine de bază de proteoglican ( ) Pe baza acestor studii, am constatat că proteinele de aderență și matricea extracelulară îndeplinesc multe funcții importante în timpul dezvoltării Oprirea funcțiilor unor gene (de exemplu, ( -integrină, în lanțul al lamininei, proteoglicanul perlecan) duce la consecințe letale, în timp ce inactivarea altora (de exemplu, o -integrină, colagen de tip X, pro - EXP: - CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară VÂRSTA GESTAȚIONALĂ FERTILIZARE ZILE NAȘTERE , , Toți mutanții integrinei au un fenotip normal : p Anomalie : interior ct : masa celulară Anomalie Sângerare cerebrală аѵ mezodermul a Defect rinichi az Muscular Anomalie Defectul placentei de dezvoltare a inimii FENOTIP ZERO Educație MUTANT MICE vezicule pe piele distrofie Infiltrarea cutanată și pulmonară de către macrofage a ] Absența limfocitelor P Manifestări fenotipice ale mutațiilor genei integrinei la șoareci teoglican decorin) are un efect redus asupra fenotipului În acest din urmă caz poate apărea efectul de redundanță funcțională, în care funcția integrinei lipsă este compensată de altele Deoarece knockout-ul tradițional se reflectă în gena tuturor celulelor care se dezvoltă din embrion, mutațiile letale fac imposibilă evaluarea funcției acestei proteine într-un organism adult De exemplu, embrionii de șoarece cu o funcție dezactivată a genei lamininei yi rămân viabile nu mai mult de cinci zile după fertilizare Această problemă poate fi rezolvată dacă se dezvoltă o procedură knockout în care o copie normală a genei va fi exprimată în toate țesuturile, cu excepția celor aflate în studiu Acest knockout țintit este efectuat folosind recombinarea genetică indusă care implică sistemul Cre/Iox, în loc de recombinare spontană, care este folosită în mod obișnuit pentru a genera tulpini de șoarece knockout (vezi mai jos) Și Knockout-ul vizat a fost folosit pentru a studia funcțiile receptorilor pi-integrină din piele Șoarecii lipsiți de gena pi-integrină în keratinocite s-au dezvoltat până la vârsta adultă, dar au prezentat numeroase anomalii: căderea severă a părului, distrugerea foliculilor de păr, asamblarea anormală a laminei bazale, asamblarea lentă a hemi-desmozomilor și formarea de vezicule a epidermei Acest fenotip reflectă funcțiile integrinelor și proteinelor matricei extracelulare Celulele pielii lipsite de pi-integrină nu formează multe tipuri de receptori de integrină șanț (vezi Fig ), care, la rândul său, nu asigură atașarea unor astfel de celule la lamina bazală și la alte componente ale matricei extracelulare Celulele care nu se pot atașa de matricea extracelulară sunt adesea neviabile, ceea ce explică dezvoltarea a numeroase anomalii la șoareci De exemplu, moartea celulelor epiteliale care formează părul provoacă căderea părului (Pentru mai multe despre rolul integrinelor în creșterea celulelor, a se vedea Receptorii integrinei implicați în semnalizarea celulară^ Studiile efectuate la acești șoareci au arătat că una dintre funcțiile critice ale genei pi-integrine este de a organiza toate țesuturile și proteinele extracelulare matrice, inclusiv și cele care nu se leagă de pi-integrină Până în prezent, o concluzie la acest nivel nu a putut fi obținută pe niciunul dintre sistemele in vitro existente Ca urmare a dezvoltării ulterioare a metodei de knockout indus, a devenit posibilă inactivarea genelor într-un organism adult sănătos Acest sistem a fost folosit pentru a elimina gena pi-integrină din precursorii eritrocitelor la șoarecii embrionari și animalele adulte și s-a dovedit că blochează proprietățile adezive și migrarea acestor celule în măduva osoasă Experimentele au arătat că ri-integrina este necesară pentru localizarea precursorilor de eritrocite Astfel, obținerea diverșilor mutanți nuli ai acestei integrine a făcut posibilă elucidarea rolului acesteia în țesuturile individuale și în diferite perioade de dezvoltare a organismului Integrinele și alte componente ale matricei extracelulare joacă un rol cheie în procesele de dezvoltare proteina ECM Fenotip mutant nul Brevican colagen lai Colagenul a Colagen Zai Colagen a Colagenul a Colagen bai Colagen a Colagenul a Colagen a Colagen a decorină Elastină fibrinogen fibronectina Laminin' Laminina aZ Laminină " • Disfuncția sistemului nervos • Deteriorarea vaselor de sânge • Anomalii ale țesutului cartilaginos; defecte ale discului intervertebral • Leziuni cutanate și vasculare • Leziuni renale • Deteriorarea usoara a pielii; anomalii ale scheletului • Distrofie musculară uşoară • vezicule pe piele • Lezarea cartilajului • Subdezvoltarea scheletului • Pierderea auzului • Deteriorarea usoara a pielii; formarea de fibrile de colagen anormale • Deteriorarea vaselor de sânge • Încălcări ale hemostazei; sângerări intrauterine la șoareci gestante viabil efect letal viabil efect letal viabil viabil efect letal viabil • Mezodermic și cardiovascular Efectul letal al afectarii; lipsa somitelor la embrioni • Distrofie musculara • vezicule pe piele Laminina p Laminină y •Anomalii în dezvoltarea craniului* fuziunea degetelor pe extremitățile inferioare; incapacitatea de a forma placenta și rinichii • Disfuncția rinichilor, a sistemului nervos și neuromusculară efect letal • Imposibilitatea formării membranei bazale, imposibilitatea diferențierii endodermului Link protein • Anomalii ale dezvoltării cartilajului efect letal Perlecan • Disfuncții ale inimii și creierului; anomalii ale cartilajului efect letal Vitronectină Niciun efect asupra fenotipului viabil Modificări ale fenotipului la șoareci cu knockout al genelor proteinei matricei extracelulare Prin exp Cell Res voi , E Gustafsson și E Fassler, Insights into Extracellular , pp - Contacte strânse creează bariere selective între celule permeabilitate Puncte cheie • Joncțiunile strânse sunt un tip de complex de contact care se formează între celulele epiteliale sau endoteliale adiacente • Joncțiunile strânse reglează transportul particulelor între celulele epiteliale • Joncțiunile strânse mențin polaritatea celulelor epiteliale, acționând ca un "gard" care împiedică migrarea proteinelor membranei plasmatice între regiunile apicale și bazale Contactele intercelulare joacă un rol critic în formarea organismelor multicelulare și în asigurarea viabilității acestora De-a lungul suprafețelor laterale ale celulelor epiteliale și endoteliale adiacente se pot forma trei tipuri diferite de complexe de contact La vertebrate, acestea sunt joncțiuni strânse, joncțiuni adezive și desmozomi La nevertebrate, în loc de contact strâns, apare adesea contactul septat (vezi - La nevertebrate, contactele septate sunt analoge cu contactele strânse) Poziția reciprocă a contactelor este prezentată schematic în Ei rămân în viață separă zonele specializate în organismele pluricelulare și reglează transportul moleculelor între ele De asemenea, protejează celulele de daune chimice și fizice Vom lua în considerare CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară COMPLEXUL DE CONTACT Reglează transportul intercelular Contact strâns • Previne difuzia proteinelor membranare SUPRAFAȚA APICALĂ contact adeziv Desmosom Leagă citoscheletul de actină al celulelor adiacente Conectează filamentele intermediare ale celulelor adiacente • Se găsește numai la nevertebrate Contact septat " Are aceleași funcții ca și contactele strânse • Reglează creșterea și forma celulelor SUPRAFAȚA BAZALĂ LZ Complexul de contact este subdivizat în cel puțin trei tipuri de contacte intercelulare Acestea oferă celulei epiteliale capacitatea de a-și menține structura și de a funcționa ca o barieră de transport selectiv Contactele septate se găsesc numai la nevertebrate, unde sunt adesea prezente în loc de contacte strânse fiecare tip de interacțiune intercelulară, începând cu un contact strâns (pentru joncțiunile adezive, vezi Joncțiunile adezive leagă celulele adiacente; pentru desmozomi, vezi Desmozomii sunt complexe adezive formate din filamente intermediare) După cum se poate observa în Fig , în fotografia unei secțiuni ultrasubțiri de celule într-un microscop electronic cu transmisie, joncțiunile strânse sunt vizibile sub formă de grupuri de contacte mici (numite uneori "sărutări") Aceste contacte există între membranele laterale ale celulelor învecinate situate vizavi Proteinele de pe partea citoplasmatică a membranei adiacente acestor contacte arată ca "nori" denși la electroni Scindarea suspensiilor celulare congelate prezintă un model diferit, care arată distribuția proteinei în două monostraturi lipidice separate în mijlocul membranei plasmatice În acest caz, contactele dense arată ca o rețea împletită de fibrile (sau fire) subțiri, dacă proteinele rămân încorporate în membrană sau apar ca o rețea de depresiuni dacă proteinele se pierd în timpul procesului de clivaj Joncțiunile strânse au o compoziție moleculară complexă Mai mult de de proteine au fost găsite în zona acestor contacte Dintre acestea, au fost identificate trei tipuri de proteine transmembranare: claudine, ocludine și molecule de adeziune de contact (JAM) (Fig ) Claudinele sunt principalele proteine ale structurilor de joncțiune strânsă fibrilare Porii menționați mai sus se formează atunci când domeniile extracelulare ale claudinelor sunt organizate în bucle care formează canale selective în fibrile Cel puțin de proteine claudină au fost identificate la mamifere și diferite combinații ale acestora formează canale cu permeabilitate ionică diferită Transfecția genelor claudinei în celule care nu le exprimă în mod normal duce la formarea de joncțiuni strânse Ocludinele copolimerizează lateral cu claudine de-a lungul fibrelor Joncțiunile strânse creează bariere selective de permeabilitate între celule Micrografie electronică a unui preparat celular preparat prin metoda congelare-clivare Este vizibilă o rețea fibrilă, formând un contact strâns Fotografia făcută cu un microscop electronic cu transmisie (inserție) arată legătura dintre membrane care există în contact strâns Desenele schematice reprezintă planuri diferite ale imaginii Fotografii reproduse din Cell Communications, de Dr Rody P Cox, (r) Retipărit cu permisiunea de la John Wiley & Sons, Inc Lanturi inchise dctin proteine de contact strâns În joncțiuni strânse, celulele sunt ținute împreună de ocludină, claudină și molecule de adeziune de contact CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară Cationii trec prin spațiul dintre moleculele de claudine Moleculele mai mari trec prin goluri în contact strâns Continuu Transport treptat transport Un model care descrie procesele de transport rapid și lent al substanțelor dizolvate prin contact strâns Transportul rapid al unor ioni are loc prin canalele ionice înglobate în structurile fibrilare ale contactului Transportul lent al substanțelor care nu pot trece prin canale are loc atunci când apar rupturi în fibrile, prin care are loc transportul acestora Deoarece există multe straturi fibrilare, acest proces de transport presupune mai multe etape râuri de contact apropiat, în direcția laterală, însă funcția lor exactă este necunoscută Trei proteine transmembranare sunt strâns asociate cu nouă sau mai multe proteine structurale, inclusiv actina Ele sunt, de asemenea, capabile de legături ocazionale mai mult de douăsprezece proteine semnal Acest lucru sugerează că joncțiunile strânse joacă un rol suplimentar ca organizatori de semnal prezenți pe suprafața celulei, similar cu cazul complexului adeziv focal de pe suprafața celulei Joncțiunile strânse creează bariere selective de permeabilitate între celule suprafața bazală a celulelor (pentru detalii despre adeziunile focale, vezi Receptorii de integrină sunt implicați în procesele de semnalizare celulară) Multe alte proteine de joncțiune strânsă, cum ar fi ZO- , aparțin în structura lor primară familiei guanilat kinazei legate de membrană (MAGUK) Aceste proteine conțin trei domenii aranjate într-o ordine caracteristică Prin aceste domenii, se leagă de multe tipuri de ținte proteice, inclusiv proteine de semnalizare și elemente ale citoscheletului de actină Unele dintre proteinele de joncțiune strânsă conțin și un domeniu PDZ, care le permite să comunice între ele Experimentele model in vitro folosind forme intacte și trunchiate ale acestor proteine au demonstrat posibilitatea formării diferitelor combinații ale acestora în zona de contact Joncțiunile strânse joacă două roluri importante În primul rând, ele sunt structuri moleculare care reglează transportul paracelular (transportul materialelor care apar în spațiul dintre celule) în straturile epiteliale și endoteliale (Anterior se credea că ele funcționează ca bariere care blochează (împiedica) acest transport și, de aceea, zonele de contact au fost numite zonula occludens ^) În acest fel, joncțiunile strânse seamănă cu un "filtru molecular" prin care moleculele mediului celular sunt trecute atunci când trec prin limitele epiteliului și endoteliului Cu toate acestea, nu toate filtrele sunt la fel, deoarece fiecare tip de țesătură are nevoie de un filtru care poate elimina un anumit set de molecule De exemplu, nu este necesar ca țesutul renal să elimine particulele de fum De fapt, intervalul de dimensiuni ale particulelor care trec prin joncțiuni strânse prin difuzie liberă variază între și Â, în funcție de tipul de țesut Barierele fizice în calea transportului ionilor și ale altor componente solubile sunt de natură diferită: ionii trec instantaneu, în timp ce altor componente solubile trec prin contact strâns cu câteva minute sau chiar ore Cum se face asta? Un model recent propus postulează că bariera de permeabilitate de contact strânsă este creată de straturi de pori care poartă sarcini selective și formează o structură de rețea constând din structuri filamentare fragile (Fig ) Ionii sunt capabili să treacă prin acești pori, totuși, pentru trecerea altor componente solubile, integritatea firelor trebuie ruptă Pe măsură ce firele se rup și se reunesc, componenta se deplasează treptat prin bariera de contact, așa cum se arată în Fig b Al doilea rol al joncțiunilor strânse este că, structural și funcțional, împart membrana plasmatică a celulelor polarizate în două domenii (Fig ) Suprafața apicală (de la cuvântul grecesc apex - vârf) este o parte a membranei plasmatice, care este orientată spre cavitatea sau spațiul de pe o parte a stratului epitelial Bazal (sau inferior) peste ness este zona de pe partea opusă care este în contact cu matricea extracelulară Suprafețele laterale formează "laturi" între aceste două zone Joncțiunile strânse înconjoară complet celulele epiteliale și endoteliale de-a lungul suprafeței laterale de-a lungul marginii zonelor apicale și laterale Astfel, celula este subdivizată în două regiuni: domeniile apical și bazolateral Aceste domenii delimitează suprafața celulei într-un "apex" și o regiune "de bază", care joacă roluri diferite în controlul mișcării transcelulare a metaboliților (vezi Mișcarea proteinelor între membrane) Deși proteinele membranare pot difuza în planul fiecărui domeniu, ele nu migrează de la un domeniu la altul prin joncțiuni strânse În acest sens, joncțiunile strânse par să joace rolul unui "gard", datorită căruia se menține o compoziție moleculară unică în fiecare dintre cele două domenii ale membranei Deși mecanismele moleculare ale acestei bariere de difuzie nu sunt bine înțelese, au fost identificate două complexe macromoleculare separate care joacă un rol important în formarea și menținerea distribuției polare a proteinelor membranei plasmatice în celulele epiteliale și endoteliale Modificările în expresia oricăreia dintre aceste proteine fac ca celula să-și piardă polaritatea Aceste complexe se găsesc în joncțiuni strânse și sunt direct asociate cu proteinele care alcătuiesc structurile de plasă discutate mai sus La nevertebrate, joncțiunile septate sunt similare cu joncțiunile strânse Joncțiunile septate au fost găsite numai la nevertebrate și sunt similare ca proprietăți cu joncțiunile strânse dintre celulele vertebratelor Contactele septate arată ca o serie de pereți (septuri) drepti sau curbați, localizați între membranele plasmatice ale celulelor epiteliale adiacente Joncțiunile septate funcționează în principal ca bariere în calea difuziei de la celulă la celulă Joncțiunile septate îndeplinesc două funcții care nu sunt inerente joncțiunilor strânse: în timpul dezvoltării celulare, ele controlează creșterea și forma celulelor Aceste funcții sunt efectuate cu participarea proteinelor speciale prezente numai în contactele septate Joncțiunile septate se găsesc numai la nevertebrate și sunt considerate analogi funcționali ai joncțiunilor strânse la vertebrate (pentru mai multe despre joncțiunile strânse, vezi Joncțiunile strânse creează bariere selective de permeabilitate între celule) Cu toate acestea, unii CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară OREZ Un contact septat neted arată ca septuri drepte situate între celulele adiacente Contactul septat pliat (inserție) arată ca septa pliată Fotografii reproduse din Tissue Cell, voi , Green, CR A Clarificare a două tipuri pp - (r) , prin amabilitatea lui Elsevier au fost găsite specii de nevertebrate, atât contacte septate, cât și dense Joncțiunile septate fac parte din complexele proteice situate pe membrana laterală a celulelor epiteliale și, ca și joncțiunile strânse, sunt implicate în transportul intercelular prin straturile de celule epiteliale Într-un microscop electronic, ele arată ca un teanc de pereți paraleli (sau septuri, de unde și numele) care conectează un decalaj lat de - nm care există între membranele plasmatice ale celulelor După cum se arată în fig , contactul poate arăta sau poate fi sub forma unei linii relativ drepte, așa-numita contact septat neted sau este pliat Joncțiunile septate și strânse diferă unele de altele în cel puțin trei aspecte În primul rând, joncțiunile septate conțin proteine care nu sunt prezente în joncțiunile strânse În al doilea rând, contactele septate sunt situate pe marginea bazală a membranei laterale, în timp ce cele dense sunt situate pe marginea apicală a acesteia, "deasupra" contactelor zonale ale centurii (zonula adberens) (vezi Fig ) În al treilea rând, joncțiunile septate îndeplinesc două funcții care nu sunt caracteristice joncțiunilor strânse În unele celule, joncțiunile strânse și septate sunt incluse în același complex, ceea ce sugerează că au funcții diferite Atunci când în celule sunt prezente joncțiuni septate strânse și pliate, joncțiunile strânse joacă rolul unei bariere primare în difuzarea intercelulară Această concluzie a fost făcută pe baza studiilor privind transportul intercelular al moleculelor mici folosind un microscop electronic, utilizând tratamentul preparatelor cu coloranți electrodensi Pe lângă joncțiunile adezive, joncțiunile septate pot servi ca locuri de atașare pentru filamentele de actină Care este funcția contactelor septate? La fel ca joncțiunile strânse, ele îndeplinesc funcțiile de "porți" și "garduri" caracteristice complexelor de contact Restricționând transportul particulelor între celule, ele acționează ca o "poartă" și prin restrângerea fluxului fosfolipidele și proteinele membranare dintre domeniile membranei apicale și bazale joacă rolul unui "gard" Cu toate acestea, spre deosebire de contactele strânse, contactele septate îndeplinesc cel puțin încă două funcții Una dintre ele este controlul creșterii celulare De exemplu, organismele Drosophila și C elegans care exprimă proteine mutante care fac parte din complexul de contact septat dezvoltă adesea tumori epiteliale O altă funcție este de a controla forma celulelor: mutațiile în diferite proteine din zona de contact duc la dezvoltarea unor canale neobișnuit de largi la Drosophila Cum îndeplinesc canalele septate aceste funcții? Pentru a răspunde la această întrebare, este necesar să luăm în considerare proteinele incluse în zona canalului septat După cum rezultă din Fig În , mai multe astfel de proteine au fost identificate în Drosophila Gena scribble codifică Scrib, una dintre cele mai importante proteine din această zonă de contact Spre deosebire de embrionii care se dezvoltă în muștele de tip sălbatic, care se caracterizează printr-o cuticulă netedă, descendenții homozigoților pentru forma mutantă a acestei gene se disting printr-o cuticulă încrețită Învelișul embrionilor arată ca zgâriat (Fig ) Acest lucru se datorează imposibilității apariției contactelor septate între celulele din cuticulă Celulele epiteliale care o alcătuiesc nu pot forma structuri regulate și formează grupuri aleatorii La mutanții Scrib, celulele altor organe epiteliale au, de asemenea, dimensiuni mult mai mari și o structură semnificativ dezordonată Pe lângă funcționarea în joncțiuni septate, proteinele Scrib interacționează cu cel puțin alte două proteine complexe de joncțiune, Dig (Discurile mari) și Igl (larvele uriașe letale) Aceste proteine sunt responsabile de inițierea polarității celulelor epiteliale Formele mutante ale acestor proteine determină pierderea contactelor intercelulare septate Mai mult, în acest caz, pot apărea contacte strânse în locuri neașteptate (de exemplu, pe partea bazală a membranei laterale) și nu există La nevertebrate, joncțiunile septate sunt similare cu joncțiunile strânse Funcția proteinelor Consolidare • Răspândirea celulelor și închiderea dorsală în embriogeneză Discuri mari • Formarea de joncțiuni septate în celulele epiteliale și neuroni Discuri pierdute • Polarizarea epiteliului embrionar în timpul formării blastodermului celular Extins • Reglarea creșterii discului imaginar prin inhibarea proliferării celulare Fascilină • Moleculă de adeziune a celulei Haemophilus Larve gigantice letale ( ) Neurexin • Formarea citoscheletului • Suprimarea creșterii tumorii • Formarea contactului cu sept pliat • Controlul formei celulei Polihetoid • Închiderea dorsală în embriogeneză Scribble • Controlul creșterii epiteliale și al polarității celulare os-spectrin • Proteina citoscheletului membranar necesar formării contactului septat OREZ Funcțiile proteinelor de contact septate la Drosophila proteine ale membranei apicale Ca urmare nu sunt polarizate, iar integritatea epi- strat Interesant, în comparație cu celule, aceste celule mutante se divid și ele iar acest lucru asigură aspectul anormal de mare celule epiteliale Al doilea tip de genă codifică cel puțin opt proteine de contact septate diferite Aceste proteine includ neurexina, care controlează forma celulelor în timpul formării tubilor epiteliali ai sistemului traheal la Drosophila Mutațiile acestor proteine au ca rezultat celule epiteliale cu suprafețe apicale mărite În viitor, astfel de celule formează tubuli, care se caracterizează printr-un diametru extrem de mare Interesant, creșterea acestor celule nu este perturbată și septate Gena scribble joacă un rol critic în formarea contactelor septate OREZ Comparația fenotipului embrionilor de tip sălbatic (WT) Drosophila și mutanților scribble (dreapta) Rândul de sus: embrioni sub un microscop cu contrast de fază Rândul din mijloc: probe epiteliale obținute de la embrioni de zile într-un microscop electronic cu scanare Rândul de jos: distribuția spectrinei în epiderma unui embrion în stadiul de dezvoltare Spectrina este un marker al celulelor epiteliale Metoda de colorare prin imunofluorescență Fotografii reproduse din Bilder, D și Perrimon, N Nature : - Fotografii prin amabilitatea lui David Bilder, Harvard Medical School CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară contactele din celulele mutante păstrează funcțiile de barieră caracteristice joncțiunilor strânse Acest lucru indică faptul că aceste funcții sunt complet independente Conform a două modele propuse, joncțiunile septate controlează forma celulelor fie prin proteine care formează domenii ale membranei apicale, fie prin promovarea formării unei matrice extracelulare din partea apicală a acestor celule Natura relației dintre formarea contactelor septate, controlul asupra diviziunii și forma celulei rămâne neexplorată Cercetările în această direcție ar ajuta la luminarea mecanismului de creștere a celulelor epiteliale în multe țesuturi, inclusiv în astfel de condiții patologice la oameni precum cancerul și bolile de rinichi (astfel de studii ilustrează modul în care experimentele cu Drosophila ajută la combaterea bolilor umane) O altă caracteristică interesantă a Scrib este că aparține unei familii de proteine care conține domeniul PDZ Acest domeniu este prezent în multe proteine din zona de contact și, ca și alte domenii caracteristice proteinelor de semnalizare, este probabil implicat în legarea dintre proteinele transmembranare și citosolice În prezent, cercetătorii încearcă să înțeleagă mecanismul molecular de funcționare a proteinelor joncțiunii septate, cum ar fi Scrib, în diferite și importante aspecte ale vieții celulelor epiteliale Contacte adezive leagă celulele adiacente Puncte cheie • Joncțiunile adezive sunt o familie de domenii de suprafață strâns legate care leagă celulele adiacente între ele • Contactele adezive conțin receptori transmembranari de caderină • Cel mai pe deplin studiat contact adeziv, numit contact zonal al centurii, sau centura adeziva (zonula adherens), este situat in complexul de contact, care se formeaza in unele tesuturi intre celulele epiteliale invecinate • La joncțiunea centurii, proteinele adaptoare numite catenine leagă cadherinele de filamentele de actină Contactele adezive sunt componente ale complexului de contact, datorită cărora celulele epiteliului și endoteliului sunt fixate împreună Într-un microscop electronic, contactele adezive apar ca benzi îngroșate întunecate situate în regiunile adiacente ale membranei plasmatice a celulelor învecinate, conectate prin structuri asemănătoare tijei care se extind în spațiul intercelular Cel mai pe deplin studiat contact adeziv, numit contact zonal de centură, sau centură adezivă (zonula adherens) este prezentat în complexul care se formează între unele epiteliale Contactul zonal al centurii face parte din complexul de contact Pe partea citoplasmatică a membranei plasmatice, fasciculele de actină se învecinează contactului Cadherinele formează structuri de tije între celule și se leagă de citoscheletul de actină prin intermediul proteinelor de ancorare, cum ar fi cateninele Joncțiunile adezive leagă celulele învecinate OREZ b b Fiecare tip de contacte adezive ține ferm celulele adiacente împreună celulele liale, este situat direct sub contactul strâns (vezi Fig ) (Cercetătorii care au descoperit pentru prima dată acest contact l-au numit "desmozomul de brâu" din cauza asemănării sale superficiale cu desmozomul mare Acum știm că acest contact este diferit de desmozom și, prin urmare, vechiul nume nu mai este folosit ) Alte exemple de contacte adezive includ contactul la sinapsa dintre neuronii SNC (P ii - ii), contactul în discurile intercalate dintre celulele miocardice și contactul dintre straturile tecii de mielină care înconjoară nervii periferici În ciuda locației lor, contactele adezive au două proprietăți în comun În primul rând, ele conțin proteine receptorului transmembranar numite cadherine Aceste proteine se leagă de proteinele cu același nume situate pe celulele învecinate (Fig - ) (Pentru mai multe despre caderine, vezi Aderența intercelulară este asigurată de caderine dependente de calciu ) Legarea receptorilor localizați pe o celulă de aceiași receptori pe alta se numește legare homofilă Se presupune că acest tip de legare joacă un rol important în asigurarea organizării celulare a țesutului, contribuind la apariția unei interacțiuni specifice între celule Acest lucru poate fi ilustrat prin exprimarea genelor pentru doi receptori diferiți de cadherină în două populații diferite ale acelorași celule prin plasarea acestor populații în aceeași cutie Petri (Figura ) După câteva ore, celulele se autoorganizează în grupuri care exprimă unul sau altul receptor Dacă la cultură se adaugă anticorpi care blochează situsurile de legare hemofile ale cadherinelor, atunci nu se formează grupuri de celule Dimerii receptorilor de Cadherin implicați în joncțiunile adezive conțin cinci domenii extracelulare care mediază complet legarea hemofilă După cum se arată în Fig , sunt posibile trei poziții separate suprapuse ale acestor domenii Cea mai puternică legare are loc atunci când receptorii se suprapun antiparalel și complet, în timp ce suprapunerea lor parțială asigură interacțiuni mai slabe Când numărul de receptori de cadherină de pe suprafața celulei se modifică, puterea legării lor de celulele învecinate se poate modifica; acest proces se numește modulare de legare Nu avem date în favoarea faptului că caderinele suferă modificări conformaționale care duc la o modificare a afinității și controlează puterea de legare a contactelor adezive Astfel de modificări conformaționale sunt cunoscute ca modulații de afinitate și sunt caracteristice receptorilor de integrină (Pentru mai multe despre modularea legării și a afinității, consultați Receptorii de integrină implicați în semnalizarea celulară) A doua proprietate a contactelor adezive este că sunt suficient de puternice pentru a remodela țesutul și/sau a rezista forțelor de forfecare De exemplu, așa cum se arată schematic în Fig , proteinele ancoră cunoscute sub numele de catenine sunt implicate în legarea cozilor citoplasmatice ale receptorilor de cadherină la fasciculele de actină de la joncțiunea zonală a centurii La rândul lor, filamentele de actină ale acestor fascicule sunt atașate de proteinele miozină, ceea ce le permite să alunece unul peste altul Se crede că acest lucru duce la contracții care schimbă forma apicalului CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară Sortarea celulelor prin legarea homofilă care implică caderina NORMAL CELULELE L Nu se formează agregatele NORMAL Numai celulele care exprimă caderina formează agregate ANTICORPI LA E-CADHERIN Nu se formează agregatele CELULELE EXPRIMĂ P-CADHERIN^ și Agregatele din celule se formează în funcție de tipul de cadherină exprimat OREZ Celulele care exprimă receptori identici de cadherină se leagă selectiv unele de altele Această legare homofilă joacă un rol important în formarea țesuturilor în timpul dezvoltării Cea mai slabă legare CITOPLLASMA Dimer G cadherin L CUȘTIA SPAȚIU INTERCELULAR CUVIA Rezistență intermediară de legătură Cea mai puternică legătură OREZ Proteinele Cadherin formează dimeri care se leagă unul de celălalt Sunt prezentate trei tipuri de interacțiuni cadherinei Măsurătorile directe ale forței de interacțiune arată că cel mai mare grad de suprapunere corespunde rezistenței maxime a legăturii Joncțiunile adezive leagă celulele învecinate al-lea pol al celulelor epiteliale Acest lucru poate fi important, de exemplu, în timpul dezvoltării tubului neural, când șanțul acestuia se închide din cauza invaginării celulelor epiteliale (Vezi Adeziunea intercelulară mediată de caderine dependente de calciu^ Alături de funcțiile adezive datorate prezenței caderinei, contactele adezive sunt implicate și în procese specifice de natură necunoscută Pe baza experimentelor genetice pe musca fructelor, se sugerează că alte proteine decât cadherinele și cateninele sunt implicate în formarea joncțiunilor zonale ale centurii distincte morfologic Aceste proteine suplimentare pot regla, de asemenea, ansamblul citoscheletic la locurile situate la distanțe considerabile de contactele adezive în sine De exemplu, ele pot fi implicate în formarea polarității celulelor epiteliale și astfel influențează indirect asamblarea altor joncțiuni celulare, inclusiv joncțiuni strânse Cercetătorii încearcă în prezent să descopere cum se întâmplă acest lucru Desmozomii sunt complexe adezive formate cu participarea filamentelor intermediare Funcția principală a desmozomilor este de a asigura integritatea structurală a straturilor de celule epiteliale prin legarea rețelelor lor de filamente intermediare Desmozomii sunt componente ale complexului de contact Desmozomii conțin cel puțin șapte proteine Compoziția moleculară a desmozomilor diferă în funcție de tipul de celule și șervețele Desmozomii funcționează ca structuri adezive și ca complexe de transducție a semnalului Mutațiile proteinelor care alcătuiesc desmozomii reduc rezistența structurilor epiteliale Aceste mutații pot fi letale, mai ales dacă afectează structura pielii Desmozomii sunt o componentă a complexului de contact al celulelor epiteliale (vezi Fig ) Ele sunt prezente și între celulele de origine non-epitelială, cum ar fi celulele miocardului, ficatului, splinei și unele celule ale sistemului nervos Într-un microscop electronic, pot fi observate trei trăsături caracteristice ale desmozomilor (vi -): • Acumulări masive de fibrile care trec prin golul (în mijlocul desmozomului, lat de aproximativ nm) dintre membranele plasmatice a două celule adiacente • Aceste fibrile sunt atașate de o placă groasă de material electrodens situat pe partea citosolică a membranei plasmatice • Plăcile, constând din material dens în electroni, sunt atașate de filamentele de citosol ale fiecărei celule Materialul dens prezent pe membrana plasmatică este format din două structuri, plăci dense interioare și exterioare Fiecare desmozom este destul de mic (diametrul mediu este de aproximativ , µm) și mai mulți desmozomi pot fi observați la locul de contact dintre două celule Structura desmozomului seamănă cu o punte suspendată: filamentele citosolului a două celule învecinate sunt interconectate prin intermediul unor filamente extracelulare atașate la structurile "ancoră" de pe membrana plasmatică Prin urmare, contactul a fost denumit desmosome, din două cuvinte grecești: desmos (legătură, legătură, lanț) și soma (corp) Evident, scopul unei astfel de structuri este de a lega două celule între ele Ce funcții celulare are un astfel de contact? Să ne amintim cele două funcții principale ale complexului de contact prezentat în Fig : controlul transportului intercelular și asigurarea rezistenței la solicitările fizice care afectează țesutul epiteliului Deoarece desmozomii sunt caracteristici în special celulelor supuse stresului fizic, cum ar fi celulele pielii și mușchiul inimii, biologii au crezut că au în principal a doua dintre funcțiile de mai sus În conformitate cu aceasta, filamentele citoplasmatice atașate plăcilor dense au fost numite tonofilamente, care trebuia să reflecte sarcina aplicată acestora (din grecescul tonos) Mai târziu s-a dovedit că aceste filamente sunt filamente intermediare, adică reprezintă clasa principală de structuri citoscheletice, deși uneori încă sunt numite tonofilamente (pentru mai multe despre filamentele intermediare, vezi Filamente intermediare) Pe lângă fibrilele de filament intermediar, în desmozomi au fost identificate cel puțin alte șapte tipuri de proteine, care sunt organizate în trei familii Trei dintre acestea (desmogleină, desmocolin și desmocolin ) aparțin subfamiliei receptorilor cadherinei (vezi Adeziunea intercelulară mediată de cadherine dependente de calciu) Aceste proteine sunt principalele proteine transmembranare ale desmozomilor și sunt principalele componente ale plăcilor dure exterioare (vezi Fig ) Ele formează "filamente de legare" care trec prin spațiul intercelular și servesc ca locuri de legare pentru proteinele citoplasmatice, membrii familiei armadillo (placoglobină, plakofiline) și familiei plakin (desmoplakin) Desmoplakin, la rândul său, se leagă de proteinele filamentului intermediar din placa densă interioară Structura fină a desmozomului, precum și numărul de desmozomi formați, variază în diferite tipuri de celule, reflectând varietatea de sarcini pe care celulele trebuie să le suporte În general, desmozomul poate fi asemănat cu "sudarea în puncte" a două celule Alături de acest rol structural, proteinele desmozomilor joacă, de asemenea, un rol important de semnalizare pe suprafața celulei De exemplu, placoglobina CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară - Proteinele desmozomale sunt distribuite în membrana plasmatică și în două plăci situate pe suprafața celulei este o proteină înrudită cu p-catenina care se leagă de caderinele "clasice" ale joncțiunii adezive ( -catenina este o proteină structurală a joncțiunii adezive și este, de asemenea, capabilă să transmită semnale către nucleul celulei (pentru mai multe despre funcțiile joncțiunilor adezive, vezi Joncțiunile adezive leagă celulele învecinate) În mod similar, atunci când semnalizează receptorii de pe suprafața celulei sunt activate, placoglobina și placofilinele încep să intre în nucleu, iar placoglobina chiar se leagă direct de receptorii factorului de creștere Ca urmare, desmozomii pot controla expresia multor gene și pot avea un impact semnificativ asupra funcției proteinelor intracelulare, inclusiv a proteinelor din alte contacte Cel mai ilustrativ exemplu care ilustrează semnificația funcționării desmozomilor este perturbarea structurii lor În acest caz, straturile epiteliului devin foarte fragile, ceea ce duce la o rănire ușoară a organelor pe care le acoperă Acest lucru este evident mai ales în cazul pielii predispuse la formarea de vezicule La microscop, se poate observa că, dacă nu există desmozomi între celulele epiteliale, atunci aceștia sunt prost organizați, nu au complexe de contact și sunt localizați în grupuri mici și nu formează un singur strat continuu Odată cu distrugerea sau pierderea contactelor desmozomale, se dezvoltă o serie de boli, care, în funcție de etiologia lor, sunt împărțite în două grupe Astfel de genodermatoze, cum ar fi, de exemplu, keratoderma palmoplantară sau epidermoliza buloasă de contact, se dezvoltă datorită mutațiilor în proteinele desmozomilor sau, respectiv, hemidesmozomului (Pentru mai multe despre hemidesmozomi, vezi Celulele epiteliale se atașează de lamina bazală prin hemidesmozomi ) Dermatozele buloase autoimune, cum ar fi pemfigusul vulgar (Jpempbigus vulgaris) sau pemfigoidul bulos (penfigoidul bulos), apar atunci când pacienții dezvoltă autoanticorpi împotriva proteinelor desmozomi sau, respectiv, hemidesmos În bolile ambelor grupuri, se observă tulburări profunde în structura și funcția contactelor intercelulare, iar boala poate duce la moarte O combinație de genetică moleculară și inginerie tisulară este utilizată pentru a diagnostica și trata aceste boli Mutațiile în genele proteinei desmozomului sunt detectate în timpul screening-ului prenatal, acest lucru este posibil cel puțin în bolile genodermatoase Atunci când se analizează o probă de țesut fetal prin PCR, gena studiată este amplificată (de exemplu, desmocolin- ) Apoi, ținând cont de polimorfism Desmozomii sunt complexe adezive formate cu participarea intermediarilor lungimea fragmentului de restricție și/sau ADN-ul este analizată prin Southern blot Acum, metodele de tratare a pacienților cu aceste boli se reduc în principal la realizarea măsurilor de protecție a pielii și de a respecta condițiile care exclud formarea de vezicule Pacienții au o calitate slabă a vieții În prezent, pentru tratamentul bolilor asociate cu disfuncția contactelor desmozomale, se investighează posibilitatea utilizării pielii artificiale Prin înlocuirea zonelor deteriorate ale pielii cu un lambou, care este un strat de celule sănătoase integrate într-o matrice extracelulară artificială, oamenii de știință speră să obțină o piele mai stabilă și mai rezistentă la răni, care poate forma desmozomi normali Celulele epiteliale sunt atașate de lamina bazală prin hemidesmozomi Ca și desmozomii, hemidesmozomii oferă stabilitate structurală straturilor epiteliului Hemidesmozomii sunt localizați pe suprafața bazală a celulelor epiteliale, unde leagă matricea extracelulară la o rețea de filamente intermediare cu participarea receptorilor transmembranari Hemidesmozomii diferă ca structură față de desmozomi și conțin cel puțin șase proteine unice Mutațiile proteinelor hemidesmozomilor provoacă boli similare cu cele asociate cu mutații în genele proteinei desmozomilor Procesele de semnalizare care reglează ansamblul hemidesmozomului nu sunt bine înțelese Hemidesmozomul este o joncțiune celulară situată pe partea bazală a membranei plasmatice a celulelor epiteliale După cum se arată în , această structură este un complex care conține plăci împletite cu filamente și arată ca o jumătate de desmozom (vezi - Desmozomii sunt complexe adezive formate cu participarea filamentelor intermediare} sunt jumătate din desmozom Funcția lor principală este pentru a ancora straturile epiteliului de lamina bazală Aceasta este o altă trăsătură care distinge hemidosomul de desmozom În timp ce ambele structuri țin împreună straturile epiteliului, în celulă ele sunt orientate în unghi drept unul față de celălalt (vezi Fig ) și astfel rezistă la diferite tipuri de solicitări mecanice Ambele tipuri de aceste structuri, legate între ele prin filamente intermediare, formează o rețea foarte puternică Absența hemidesmozomilor provoacă vezicule pe suprafața țesuturilor diferitelor epitelii și în inclusiv pe piele, iar astfel de boli pot fi fatale Structura este prezentată schematic hemidesmozomi Pe partea citoplasmatică a hemidesmozomului "tipic" (tip I), se poate vedea un mănunchi de filamente intermediare (keratine și ) atașat la placa interioară (vezi Fig ) Această placă include proteine BP și HDl/plectină asociate cu proteine din filamentul intermediar Placa exterioară conține două tipuri de proteine transmembranare: un receptor de integrină (a ) și un membru al familiei de colagen (cunoscut sub numele de colagen XVII sau BP ) Din membrana plasmatică prin lamina lucidă în lamina densă, filamentele se întind, care îndeplinesc o funcție de ancorare și constau din BP și laminină- , care este o proteină a matricei extracelulare) Lamina densa conține multe proteine diferite ale lamei (vezi Lamina bazală (membrana) este o matrice extracelulară specializată} În cele din urmă, fibrile de ancorare compuse din colagen VII conectează lamina densă de lamina densă subbazală, care este compusă din mai multe proteine ale matricei extracelulare B În unele țesuturi, de exemplu, în intestin, se găsesc hemidesmozomi de tip II, în care proteinele BP și BP sunt absente În ciuda rolului critic pe care desmozomii îl joacă în menținerea arhitecturii tisulare, aceștia nu sunt structuri statice De exemplu, atunci când pielea este rănită, celulele se desprind de lamina bazală subiacentă și se deplasează în zona rănii Acolo se împart, repopulează zona rănii și apoi se reașează la lamina bazală și unul pe celălalt Aceste modificări ale fenotipului sugerează capacitatea celulelor de a disocia și reasocia contactele cu matricea și unele cu altele Aceste contacte includ hemi-desmozomi și, respectiv, desmozomi Unul dintre mecanismele de asamblare și dezasamblare a hemidesmozomilor este susținut de experimente efectuate cu celule epiteliale cultivate și într-un model in vitro de vindecare a rănilor Rezultatele arată că în timpul migrării celulare, proteinele hemidesmozomului rămân în complex, care este internalizat în timpul endocitozei Mai târziu, atunci când celulele se reunesc la lamina bazală, aceste complexe intră din nou pe suprafața celulei, iar structura hemidesmozomului este restabilită Probabil, receptorii de integrine <x ( ) joacă un rol critic în asamblarea hemidesmozomilor Când anticorpii care blochează legarea integrinei a ( la un ligand extracelular (laminina- ) sunt adăugați la celule, nu se formează hemidesmozomi pe celulă Alte experimente au arătat că în Defosforilarea lanțului a al receptorului de integrină pare să fie implicată în asamblarea hemidesmozomilor asamblarea și dezasamblarea hemidesmozomilor CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară Hemidesmozomii sunt structuri specializate care se formează la interfața dintre celulele epiteliale și o matrice extracelulară numită lamina bazală Hemidesmozomul se caracterizează printr-o acumulare de material filamentos, care se termină într-o placă densă pe suprafața celulei Fotografie prin amabilitatea Dr William Bloom și Dr Don W Fawcett Retipărit din A Textbook in Histology, și din The Journal of Cell Biology, , voi pp - (r) The Rockefeller University Press Hemidesmozomii sunt atașați de membrana bazală, care constă dintr-o lamină bazală și o rețea de fibrile de colagen Celulele epiteliale sunt atașate de lamina bazală prin hemidesmozomi Intersecțiile cu goluri oferă direct transferul de molecule între celule adiacente Joncțiunile gap sunt structuri proteice care permit transferul direct de molecule mici între celulele adiacente Sunt prezente în majoritatea celulelor animale • Joncțiunile gap constau dintr-un grup de canale proteice cilindrice direcționate de la membrana plasmatică și situate între celulele adiacente, în intervalul - nm Canalele de joncțiune interzisă sunt formate din două jumătăți numite conexoni sau semicanale Fiecare conexon conține șase subunități proteice numite conexine • La oameni au fost găsite peste de gene conexine diferite Întreaga varietate de tipuri de conexoni este asigurată de combinații ale acestor gene • Joncțiunile gap permit difuzarea liberă a moleculelor de până la daltoni și exclud moleculele de până la daltoni Permeabilitatea joncțiunilor de gol este controlată prin deschiderea și închiderea porților de canal Acest proces se numește "gating" (mecanism de poartă) Este controlată de modificările pH-ului intracelular, fluxul de ioni de calciu sau fosforilarea directă a subunităților conexinei Au fost identificate alte două familii non-conexine de proteine de joncțiune interzisă Acest lucru sugerează că în cursul evoluției animalelor a existat o apariție repetată a joncțiunilor gap Joncțiunile gap sunt structuri specializate ale suprafeței celulare care permit transferul direct al ionilor și al moleculelor mici între celulele adiacente Ele sunt prezente în majoritatea tipurilor celulare de vertebrate și nevertebrate și reprezintă singura structură cunoscută care asigură transportul intercelular la animale (În celulele vegetale, aceste funcții sunt îndeplinite de plasmodesmă - vezi Biologie celulară vegetală ) Joncțiunile de gol care există între celulele miocardice asigură și conducerea impulsului electric necesar contracției mușchiului inimii Existența joncțiunilor gap a fost demonstrată în anii , când cercetătorii au descoperit că un impuls electric se deplasează între celulele adiacente direct, mai degrabă decât printr-un strat de mediu lichid care le separă Acest lucru a sugerat că celulele schimbă ioni încărcați și alte molecule mici prin canale care traversează membrana plasmatică și conectează direct celulele adiacente Această presupunere a fost confirmată de microfotografiile făcute la un microscop electronic, care au arătat "goluri" înguste de - nm care separă membranele plasmatice ale celulelor adiacente După cum se poate vedea pe nici i - , canalele de joncțiune a golului nu trec prin aceste goluri, care sunt situate stabilite prin ciorchine (sau plăci) separate Când se examinează preparatele obținute prin metoda de congelare-clivare la microscopul electronic, este clar că canalele diferă de membranele plasmatice ale celulelor Joncțiunile gap pot conține de la câteva zeci până la multe mii de canale, iar pe suprafața celulei diametrul lor total poate ajunge la câțiva microni Canalele constau din două jumătăți, care sunt numite semi-canale sau conexoni Aceste jumătăți sunt unite în spațiul intercelular Fiecare conexon este alcătuit din șase subunități proteice numite conexine Conexonul este un canal hidrofil cilindric, de nm lungime și nm în diametru în partea cea mai lată și aproximativ nm în partea cea mai îngustă Porii centrali ai canalelor sunt vizibili la microscop la examinarea preparatelor preparate prin metoda contrastului negativ Subunitățile conexinei conțin patru elice alfa transmembranare conectate prin două bucle extracelulare Structura sugerează că buclele extracelulare ale conexinelor opuse sunt conectate între ele prin intermediul unor straturi Ș antiparalele, formând un cilindru Ș (Ș-baril) După cum rezultă din Fig , joncțiunile gol au compoziții diferite Rezultatele obţinute cu sec- Principalul element structural al joncțiunii gap este conexonul, care constă din șase subunități transmembranare conexine Fiecare conexon are nm lungime și nm în diametru CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară Segregarea spațială a conexinelor în gap con µm µm µm Subunități de conexine (Cx) în plăcile de joncțiune interzisă Metodă de colorare dublă imunofluorescentă Aceste perechi de gene conexine au fost transfectate în celule și apoi colorate cu anticorpi fluorescenți la proteinele corespunzătoare Se poate observa, de exemplu, că Cx este localizat împreună cu Cx , dar nu și cu Cx Celulele în sine sunt invizibile Fotografii prin amabilitatea lui Matthias Falk, Universitatea Lehigh venația genomului uman indică faptul că există cel puțin de proteine conexine diferite în celulele noastre Multe celule exprimă mai mult de un tip de conexină Acest lucru duce la formarea de conexoni homo-oligomerici (constând din subunități de un singur tip) și hetero-oligomerice (conținând subunități de diferite tipuri) În același timp, conexonii se pot andoca cu aceleași canale (homotipice) sau diferite (heterotipice) O placă de joncțiune interzisă poate conține conexoni care diferă în compoziția conexinelor După cum se arată în Fig , conexonii din placă sunt fie localizați omogen, fie separați spațial prin compoziția conexinei Au fost identificate domenii specifice care sunt implicate în andocarea conexin/conexon, recunoașterea conexinei/conexinei, formarea oligomerilor și compatibilitatea (selectivitatea) subunităților conexinei Existența acestor domenii a fost demonstrată în experimente privind legarea conexinelor mutante recombinante cărora le lipsesc regiuni specifice ale moleculei sau conexine himerice constând din regiuni ale diferitelor conexine Modul în care funcționează aceste domenii este în prezent investigat Inițial, pentru a testa ipoteza că celulele folosesc canale pentru a face schimb de molecule mici, celulele care cresc în cultură au fost injectate cu molecule fluorescente Folosind un microscop, a fost observată difuzia acestor molecule în timp Aceste experimente au arătat că moleculele trec între celulele vecine mult mai repede decât ar fi de așteptat dacă ar trece prin straturile lipidice ale membranei plasmatice Rezultatele au confirmat existența unor canale directe care leagă citosolul celulelor învecinate În viitor, aceste canale au fost identice tificate ca joncțiuni de gol Folosind molecule fluorescente de diferite dimensiuni, s-a demonstrat că moleculele cu dimensiunea de până la daltoni (corespunzând unui diametru de aproximativ nm) pot trece prin joncțiunea gap, în timp ce moleculele mai mari de daltoni sunt reținute Pe fig prezintă rezultatele unui experiment recent privind schimbul de molecule fluorescente între celulele care exprimă conexine Experimente similare demonstrează că ionii pot fi schimbati liber între compartimentele citosolice ale celulelor conectate prin joncțiuni gap Celulele pot face, de asemenea, schimb de molecule mici, cum ar fi zaharuri, nucleotide și mesageri secundi (cAMP și cGMP) Comunicarea intercelulară prin canalele lacune este deosebit de critică atunci când un număr mare de celule trebuie să genereze un răspuns rapid și bine coordonat De exemplu, reacțiile reflexe rapide în creier sunt efectuate cu participarea neuronilor conectați prin joncțiuni gap, care asigură un schimb aproape instantaneu de ioni; un schimb rapid de ioni determină și o contracție atent controlată în timp a fibrelor musculare miocardice Permeabilitatea joncțiunilor gap este probabil controlată de deschiderea și închiderea canalelor (acest proces se numește channel gating sau mecanism de poartă) Există dovezi puternice că porționarea canalului este sub controlul protein kinazelor, care fosforilează subunitățile conexinei și este, de asemenea, controlată de pH-ul intracelular și ionii de calciu De exemplu, cu o creștere a concentrației ionilor de calciu de la IO- M la - M, permeabilitatea acestor canale scade; la o concentrare Joncțiunile gap asigură transferul direct de molecule între celulele adiacente •-F'K Transfer de colorant printr-o joncțiune intercalată observată cu un microscop cu fluorescență Celulele au fost transfectate tranzitoriu cu ADN care codifică conexină și astfel nu toate celulele au exprimat proteina Fotografie prin amabilitatea lui Matthias Falk, Universitatea Lehigh deasupra IO- M, canalul este complet închis Acesta servește probabil ca un mecanism de auto-protecție celulară, deoarece în timpul apoptozei are loc o creștere bruscă a concentrației de calciu intracelular, iar închiderea canalelor de gol protejează celulele învecinate de declanșarea accidentală a mecanismului de apoptoză Au fost descoperite încă două familii de proteine de joncțiune interzisă Inexinele (conexinele nevertebratelor) se găsesc numai la nevertebrate și, în ciuda numelui, nu sunt omologi ale conexinei Cu toate acestea, ele sunt capabile să formeze joncțiuni intercelulare, care în exterior și în proprietățile lor seamănă cu joncțiunile intercelulare la vertebrate Folosind nomenclatura "nexin", următoarea familie se numește pannexine (de la jvxv pan - all, all) Pannexinele se găsesc la vertebrate și nevertebrate și diferă ca structură de conexine și innexine Pannexinele se găsesc aproape exclusiv în neuroni, ceea ce sugerează că pot juca un rol important în dezvoltarea și funcționarea acestor celule, chiar și în organismele cu sisteme nervoase primitive Faptele descrise ne permit să considerăm că joncțiunile gap au apărut de cel puțin două ori în cursul evoluției animalelor; s-a întâmplat într-un mod complet independent, printr-un proces cunoscut sub numele de evoluție convergentă Adeziunea intercelulară asigurate cu calciu caderine dependente Cadherinele aparțin familiei de proteine ale receptorilor de suprafață celulară transmembranară; Această familie este împărțită în opt grupuri Cel mai pe deplin studiat grup de cadherine, "cadherinele clasice", joacă un rol în formarea și funcționarea unor astfel de complexe adezive intercelulare precum contactele adezive Cadherinele clasice funcționează ca grupuri de dimeri, iar rezistența contactelor adezive este reglată de modificările numărului de dimeri care sunt exprimați pe suprafața celulei, precum și de gradul de grupare a acestora Cadherinele clasice se atașează de proteinele adaptoare citoplasmatice numite catenine, care leagă cadherinele de citoscheletul de actină Clusterele de cadherine reglează procesele de transducție a semnalului intracelular, formând cadrul citoscheletului, care contribuie la organizarea tridimensională a complexelor proteinelor de semnalizare și a substraturilor acestora Cadherinele clasice sunt esențiale pentru morfogeneza tisulară; ele controlează în principal specificitatea adeziunii intercelulare, precum și modificările formei și mobilității celulelor CAPITOLUL Matricea extracelulară şi adeziunea celulară 